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RESUMEN

Mediante la aplicacion de dos métodos de extraccion, arrastre por vapor y diéxido de
carbono como fluido supercritico, se realizé la caracterizacién del aceite esencial de la
cascara del limon Eureka. Mediante la técnica de cromatografia de gases con deteccion
de Masa (GSM), se determinaron los componentes del aceite esencial, encontrandose 3
componentes mayoritarios: D-limoneno (44,08%), anisole (8,50%) y a-terpineno (9,71%).
El rendimiento obtenido del aceite esencial fue de 0,562%, y se interpretd por medio de
un disefio factorial con superficie de respuesta. Los componentes del aceite esencial
extraido fueron comparados con otras variedades de limoén obtenidos a través de diversos
articulos cientificos, a pesar de la data antigua de alguno de ellos, estos aportaron
suficiente informacion relevante a los componentes del aceite esencial de las variedades
de limén. Demostrando que el limén Eureka tiene algunos componentes como el
citronellol, B-terpineno y anisole, que son usados como: antisépticos, antiviricos, y que no

tienen las otras variedades de limén.

Palabras Clave: limén Eureka, rendimiento, cromatografo de gases, extraccion.

ABSTRACT

Through applying two extraction methods, steam distillation and carbon dioxide as
supercritical fluid, was performed to characterize the essential oil of lemon peel Eureka. By
the technique of gas chromatography with mass detection (GSM), were determined
essential oil components, being three major components: D-limoneno (44.08%), anisole
(8.50%) and a-terpinene (9.71%). The obtained performance of essential oil was 0.562%,
and it was interpreted by a factorial design with response surface. The components of
essential oil were compared with other lemon varieties obtained through various scientific
articles, despite the old data from some of them; they provided enough relevant
information to the components of the essential oil of lemon varieties. Proving that the
Eureka lemon has some components such as citronellol, B-terpinene and anisole, which

are used as antiseptics, antivirals, and which do not possess the other varieties of lemon.

Keywords: Eureka lemon, performance, gas chromatography, extraction.
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INTRODUCCION

La historia de los aceites esenciales es tan antigua como la historia de la
civilizacion. Los aceites esenciales, han sido estudiados en casi todas las
civilizaciones antiguas que se conocen de la raza humana, son de hecho la méas
antigua forma de medicina conocida por el hombre, ademas de ser responsable
del sabor y olor de la mayoria de los alimentos. Estos compuestos aromaticos se

encuentran en algunas plantas Yy frutas.

Las esencias entran en relacién con el hombre a través de dos vias de absorcion,
el olfato y la piel, penetrando en el organismo e influyendo en la mente y el cuerpo.
Estas sustancias aromaticas, unidas con nuestro sentido del olfato, envian
informacion al cerebroejerciendo su accién en el animo, la memoria y en la
capacidad de aprendizaje, asi mismo en contacto con la piel producen un efecto
favorable en las células y los tejidos. (Olaya y Méndez, 2003).

El aceite esencial es una mezcla de componentes volatiles, producto del
metabolismo secundario de las plantas. Se forman en las partes verdes (con
clorofila) del vegetal y al crecer la planta son transportadas a otros tejidos, en
concreto a los brotes en flor. Es uno de los ingredientes basicos en la industria de
los perfumes, alimenticia y en medicina, es por ello que son de gran interés en el

area de investigacion y desarrollo (Ortufio, 2003).

Los citricos son plantas de hoja perenne, se les da el nombre de citricos a todas
las especies de los géneros citrus, fortunella y poncirus, de estos tres géneros
los citricos son los mas estudiados y cultivados mundialmente, debido a que estos
frutales pueden cultivarse en casi todas las regiones del mundo donde las
condiciones climéaticas lo permitan, principalmente en zonas tropicales y

subtropicales (Baraona y Sancho, 1991).

Asi mismo los citricos ocupan el primer lugar de la produccién de frutos a nivel
mundial, con una cosecha para el periodo 1993/94 de alrededor de 72.10°t,

representando las limas y limones 10% (F.A.O, 1994). El comercio de los frutos
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frescos de estas especies es dominado por Espafia (41%), seguido por los
Estados Unidos de Norteamérica (14%), participando Venezuela con una pequefia

escala (Larosa, 1992).

El limoén, es un fruto de sabor acido, sin embargo posee tantas propiedades que
este pequeiio defecto, se transforma en una virtud luego de conocer las ventajas
nutritivas y curativas que nos otorga, ocupa el primer lugar dentro los frutos
curativos, preventivos y de aporte vitaminico, transformandolo en un gran

eliminador de toxinas y un poderoso bactericida (Morin,1980).

Este trabajo de investigacién tiene como objetivo realizar la extraccién del aceite
esencial de una de las variedades de limén que encuentran en Venezuela, como
lo es el Lim6n Eureka, el cual es utilizado para ser injertos con otras variedades

de limén en el Estado Aragua.

Las fases de la investigacién fueron, en primer lugar se realiz6 la extracciéon del
aceite esencial de limén Eureka con arrastre por vapor y didxido de carbono
CO,como fluido supercritico, con la finalidad de evaluar las condiciones de
operacion durante el proceso utilizando un disefio experimental, seguidamente se
seleccionaron las mejores condiciones de operacion mediante métodos
estadisticos, posteriormente se extrajo el aceite esencial del limén Eureka con
las mejores condiciones obtenidas anteriormente mediante arrastre por vapor y
fluido supercritico , luego se Identificaron mediante cromatografia de gas con
detector de masa el mayor niumero posible de componentes de la fraccion mas
volatil del aceite esencial y finalmente se realiz6 la comparacion de las
caracteristicas del aceite esencial extraido con las otras variedades del limon
obtenida a través de trabajos de investigacién anteriores con miras a utilizarlo en

la fabricacion de productos quimicos y alimenticios (Cerpa, 2007).
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CAPITULO I.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En esta seccion se muestra de forma especifica la formulacion del problema, los
elementos que justifican y limitan la investigacion, la situacion actual y deseada asi
como el objetivo general y los especificos que se desean alcanzar.

1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Los aceites esenciales son sustancias volatiles, no solubles en agua obtenidas
por un proceso fisico a partir de material vegetal oloroso de un solo género
boténico, en su mayoria liquidos muy concentrados. Estos se extraen de distintas
partes de las plantas como son: pétalos, hojas, semillas, nucleo de la nuez, piel y

parte superior de las flores (Ortufio 2006).

Los aceites esenciales generalmente son complejas mezclas de méas de cien
componentes que pueden tener la siguiente naturaleza quimica: compuestos
alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres
y &cidos), terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos) y fenil
propanoides. Pueden ser liquidos, la mayoria incoloros a excepcién de los aceites
esenciales extraidos de citricos, los hay muy viscosos o0 semisolidos

(denominados valsamos) u oleorresinas (Ortufio, 2006).

De los 4000 aceites esenciales conocidos la mayoria proviene de plantas
aromaticas, que son las que concentran mayor cantidad de esencia y por tanto
constituyen la materia prima para su obtencién. Estas sustancias son de gran
utilidad en la industria alimentaria (condimentos, saborizante y aromatizantes),

farmacéutica (saborizantes), cosmética (aromatizantes y para uso terapeutico).

El mercado mundial de los aceites esenciales, en crecimiento constante, genera
una continua renovacion de la tecnologia empleada para obtener estos productos.
A su vez, incentiva la optimizacion de los equipos usados diariamente, para

aumentar su rentabilidad y eficiencia. El proceso para obtener los aceites
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esenciales, usado desde la antigiedad hasta el presente, ha demostrado su
cualidad de ser amigo del medio ambiente, gracias al minimo impacto generado a
contribuir a cerrar el ciclo de produccién-consumo de materiales renovables en
nuestro planeta y por el uso del agua, como insumo del proceso. Ademas, al
requerir materias primas renovables, contribuye al desarrollo sostenible de zonas
con un menor nivel de industrializacion pero con alta disponibilidad de su mano de
obra y una gran biodiversidad del material vegetal, el cual favorece a un mayor

crecimiento econémico (Cerpa, 2007).

Esta variedad de limon se da en los valles altos de Carabobo a 850 m.s.n.m. y
temperaturas promedios de 22,3°C, en arboles injertados sobre Volkameriana,
determind un elevado crecimiento de la copa y baja acidez, en comparacion al
observado en las variedades Tahiti, Criollo y Criollo sin espina. Los niveles de
produccion fueron de 668 frutos y 87,5 kg por planta, que representaron 23,34 t/ha
para una poblacion de 319 arboles/ha (Sosa et al., 1992).

Segun la FAO (Organizacidén para las Naciones unidas para la Agricultura y la
Alimentacion) uno de los aceites esenciales mas usados en el mundo es el de
origen citrico (limén, naranja, lima, etc.), ya que tiene gran aplicaciébn y consumo
en la industria alimenticia como saborizante en su mayor consumo. En este
sentido, el contenido de aceite esencial de los citricos en especial del limén
depende, entre otros factores, de la variedad, condiciones de cultivo, incidencias
climatologicas, tamafio del fruto, grado de madurez, época de cosecha.
(Sepulveda y Saenz, 1984; Braddock y Cadwallader, 1992; Usai et al., 1996) y su
valoracion de calidad se basa, preferentemente, en su aroma caracteristico y en la

intensidad de su color (Reyes y Yamada, 1985).

Para la extraccion de los aceites esenciales se utilizan diversos métodos entre los
cuales se encuentran: la extraccion por arrastre con vapor (se basa en la
evaporacion de los componentes volatiles de la materia prima) y extraccion con

fluidos supercriticos (se basa en la propiedad que tienen ciertos fluidos en estado
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supercriticos de modificar su poder disolvente), que seran los métodos utilizados

en esta investigacion.

Este trabajo de investigacion tendrd como propoésito la caracterizacion del aceite
esencial del limon Eureka, siendo esta una variedad que se encuentra en
Venezuela, asi mismo incentive al desarrollo de nuevas investigaciones acerca de
la extraccién de aceites esenciales generando el aumento de la producciéon de

estos en nuestro pais.

1.2 Formulacioén del problema

Los aceites esenciales mas estudiados fisicoquimica, organoléptica y
econémicamente son los de origen citrico, ya que son los de mayor productividad
agricola como lo es: la naranja, limon, etc. En este sentido, el presente estudio se
orienta a realizar la extraccion y caracterizacion del aceite esencial de la piel del
limén Eureka, ya que no existe un antecedente nacional del estudio de la
extraccion del aceite esencial de esta variedad de limon. Es por ello que se
plantea la siguiente interrogante, ¢Existe en Venezuela una referencia de
investigacién que de importancia a la composicion fisicoquimica al aceite esencial
extraido de la especie citrica del limén Eureka y comunmente conocida como

Limén Chinotto?

1.2.1 Situacién actual

En Venezuela se han hecho estudios de variedades de limén como el criollo y
el persa pero en el caso del limén Eureka no se han hecho estudios acerca de su
aceite esencial lo cual da motivos a este trabajo de investigacion, debido a la

importancia de los aceites esenciales.

Es importante resaltar que en nuestro pais se importa la mayoria de los aceites
esenciales para la industria farmacéutica, alimentaria y cosméticos debido a que
no se aprovecha el subproducto de los citricos solo se destinan para alimento
animal, ademas los estudios realizados para la extraccion de aceites esenciales

del limén son basados en el limén criollo y persa, es decir, que se estaria
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innovando en el campo de estudio del aprovechamiento del limén Eureka, aun
cuando es importante resaltar que la produccion de este limén es menor en
comparacion con las otras variedades de limon, debido a que su planta es de poca

longevidad.

1.2.2 Situacion deseada

Mediante la extraccion y caracterizacion del aceite esencial de la piel del limén
Eureka, obtener una referencia de investigacion en Venezuela que de importancia

a la composicion fisicoquimica del mismo.

1.3. OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general
Evaluar el aceite esencial de la piel del limon Eureka, obtenido por diferentes

métodos de extraccion.
1.3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar las condiciones de operacion utilizando un disefio experimental
para llevar a cabo la extraccion del aceite esencial por el método de fluido
supercritico y arrastre por vapor.

2. Seleccionar las mejores condiciones de operacion mediante métodos
estadisticos.

3. Extraer el aceite esencial del limén Eureka mediante arrastre por vapor y
fluido supercritico.

4. Identificar mediante cromatografia de gas con detector de masa el mayor
namero posible de componentes de la fraccion mas volatil del aceite
esencial.

5. Comparar las caracteristicas del aceite esencial extraido con las otras
variedades del limén obtenida a través de trabajos de investigacion
anteriores con miras a utilizarlo en la fabricacion de productos quimicos y

alimenticios.
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1.4 JUSTIFICACION

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente
destilables, que contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y
gue son importantes en la industria cosmética, de alimentos y farmacéuticas. Entre
los mayores productores de aceites esenciales se encuentran argentina, Estados
Unidos e lItalia; otros productores de menor importancia son Brasil, Costa de
Marfil, Grecia, Espafia, Israel, Australia, Pert, Guinea, Indonesia, Venezuela y
Chile.

En este sentido, el proceso de extraccion de los aceites esenciales es de vital
importancia, debido a que nos da un amplio conocimiento de las caracteristicas
de las plantas frutales que se encuentra en el pais y su aplicacion en diversos
campos en la industria y para este trabajo especial de grado realizar la extraccion
del aceite esencial del limon Eureka que seria algo innovador y que podria traer

muchos beneficios a la industria de aceites esenciales.

En la industria es necesario que el ingeniero quimico maximice el rendimiento de
los procesos utilizando los métodos mas factibles y que generen menor costo.
Esta investigacion nos da un conocimiento amplio acerca de los diversos métodos

de extraccion y la eficacia de cada uno de ellos.

En otro orden de ideas este trabajo especial de grado busca incentivar al
estudiante, creando la expectativa de explorar situaciones en otras areas, como
parte de su formacion integral y de manera simultanea reforzar conocimientos y
habilidades adquiridas durante la carrera universitaria, entregando una

experiencia en el ambito laboral.

Ademas se puede demostrar que la extraccion de aceites esenciales es un
proceso con tecnologias que no generan un impacto negativo en el medio

ambiente.
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1.5 LIMITACIONES

Durante la realizacion de la investigacion se presentan  diversos
inconvenientes y dificultades que pueden demorar el desarrollo y cumplimiento de

los objetivos planteados, de tal modo se muestran algunas de las limitaciones.

v' Existen pocos estados que producen el limén Eureka en Venezuela y
generalmente la mayor produccion de limén Eureka solo se da en el mes de
mayo.

v" El método de fluido supercritico es una metodologia mucho mas eficiente
pero poco usada en Venezuela.

v' Costos que se podrian generar por los repuestos que llegase a necesitar el

equipo solo se encuentran en el exterior.
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CAPITULO .
MARCO TEORICO

En esta seccidn se presenta los antecedentes que fundamentan la investigacion,

definiendo claramente lo referente al trabajo de investigacion.
ILANTECEDENTES

Albaladejo (1999) realizd6 un estudio orientadohacia la puesta al dia del
conocimiento del aceite esencial y la consiguiente aportacion de datos a una
posible propuesta de normalizacion del aceite esencial de limon (Citrus limon
(Linneo) N.L. Burman) producido en Espafia, debido a el aumento de su
comercializacion y las variaciones producidas en las dos ultimas décadas, tanto
por la diversidad de las condicionesagrobiolégicas de desarrollo de los limones
como por los cambios tecnolégicos en la elaboracion del propio aceite
esencial. Realizaron el estudio de las caracteristicas organolépticas de muestras
de aceite esencial del limén espafiol, Estudio de las caracteristicas fisico-quimicas
del aceite esencial del limoén producido en Espafia mediante: indice de refraccién,
rotacion oOptica, peso especifico, indice de carbonilo, solubilidad en etanol y
residuo seco, Analisis mediante espectrofotometria de ultravioleta, para la
obtencion del espectro caracteristico y el valor del indice CD y Analisis por
cromatografia de gases y espectrometria de masas, para la identificaciéon
del mayor numero posible de componentes de la fraccion volatil del aceite

esencial.

El aporte a este trabajo de investigacion fue la extraccion del aceite esencial del
limén y su caracterizacion del mismo. La diferencia fue que en esta tesis doctoral
realizaron muchos mas analisis para la caracterizacion del aceite esencial de este
limon y también que la variedad de limén es distinta a la que se esta estudiando

en este trabajo de investigacion.
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Ademas, Rozzi et al. (2001) extrajeron de cuatro variedades diferentes plantas
aromaticas de limén utilizando extraccion con fluidos supercriticos y con
hidrodestilacion. Las plantas utilizados fueron: limén de eucalipto
(Eucalyptuscitriodora), toronijil (Melissaofficinalis), Limén bergamota
(Monardacitriodora), y el limoncillo (Cymbopogoncitratus). Los extractos de las
plantas fueron analizados utilizando cromatografia de gases. Los compuestos
identificados para cada especie de planta fueron: toronjil (citronela, neral, geranial,
acetato neral, cariofileno, 6xido de cariofileno), el limén bergamota (timol, timol
éster metilico, y un terpeno), limén de eucalipto (citronela, neral, cariofileno, 6xido

de cariofileno) y limoncillo (neral, geranial y cariofileno).

Las extracciones por fluido supercritico se realizaron a tres diferentes presiones y
dos temperaturas de extraccion 40 y 60°C. Los resultados indicaron que el
porcentaje de masa extraida aument6 con la temperatura y presion, asi como la
relacion de los compuestos en las distintas muestras. El efecto de la reduccién de
tamafo de particulas en el rendimiento de extraccion también fue investigado. El
rendimiento de la extraccion no aumenté debido al incremento de la superficie,
como era de esperar, pero disminuyd. Esto se ha atribuido al hecho de que los
compuestos de interés son muy volatiles y se pierde en la atmoésfera durante el

proceso de molienda.

Los compuestos de citral se puede extraer del toronijil, limén bergamota, limén de
eucalipto, y limoncillo con SFE es mas eficiente y mas rapido que con
hidrodestilacion. Este indica que el SFE puede ser mejor aplicado a analisis con
estas plantas en lugar de las fuentes de produccion de aceite esencial de alguna
de las plantas. Encontraron que a medida que al aumentar la temperatura,
presion, volumen de CO,, y en menor medida, el caudal aumenté la fraccion de
masa extrae de cada planta. En el andlisis estadistico mostraron que la densidad
del CO, utilizado para la extraccion tuvo un efecto significativo (P>95%) sobre la
composicién del extracto que se analiza en funcibn de la persona citral

compuestos contenidos en cada muestra.

10
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El aporte al trabajo en desarrollo fue la utilizacion de la extraccién con fluido
supercritico para la extraccion del aceite esencial del limén. La diferencia fue que
en este trabajo se utilizara ademas el método de arrastre por vapor y utilizando

solvente extractor para la extraccion del mismo.

Seguidamente, Ribeiro et al. (2001) orientaron su estudio a la determinacién del
método mas adecuado para la obtencion deaceite esencial de jengibre, asi como a
la identificacion de los componentes del aceite esencial.En forma adicional se
realizaron pruebas para determinar si el aceite obtenido puede ejerceralguna
accion antimicrobiana.Se encontré6 que las caracteristicas fisico-quimicas del
rizoma estan dentro del rango reportadoen la literatura (85% de humedad, 4.5%
de grasa, 1.25% de cenizas, 2.12% de proteinas) sobreesta especie colectada en
otras latitudes. En cuanto al aceite esencial, se encontr6 que el mejormétodo de
extraccibn se realiza por arrastre de vapor, siendo necesario realizar un
secadoprevio de la materia prima, asi como una molienda adecuada. La
separacion final del aceiteesencial se realizd por decantacion y luego por
congelacion, obteniéndose un rendimiento de0.8% del peso del material seco. Las
caracteristicas fisicas del aceite esencial son: indice derefraccion 1.49, densidad
0.877 y soluble en etanol de 96°. El analisis del aceite por CG y EM,mostré6 una
mayor presencia de sesquiterpenos, siendo que los principales componentes
sonel zingibereno (22.2%) y el a-curcumeno (13.3%). La evaluacion sensorial
muestra un aceitecon las caracteristicas adecuadas, y la prueba de sensibilidad
biolégica indica que es activoante el Bacilluscereus, y medianamente activo contra

el Staphylococcusaureusy S. faecalis.

El aporte al trabajo en desarrollo fue la extraccion del aceite esencial por arrastre
por vapor y caracterizacion de los componentes del mismo. La diferencia fue que

la materia prima es el jengibre.

No obstante, Ricci et al. (2002) evaluaron el efecto repelente de los aceites
esenciales de laurel (Laurusnobilis L.) y de lemongrass

(CymbopogoncitratusStapf.), sobre Brevi-corynebrassicae en plantas de repollo

11
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(Brassicaoleracea L. var. capitata). Los aceitesesenciales de laurel y lemongrass
fueron extraidos de hojas sometidas a destilacion porarrastre con vapor de agua.
La identificacion de los principales componentes de las esencias se realizd por
cromatografia en fase gaseosa. Los tratamientos se realizaron por pulverizacion
directa sobre plantas de repollo. El aceite esencial de laurel se formul6 en solucion
acuosa empleando como emulsionante 2% de INSOL (oleato de propilenglicol)
ylas concentraciones ensayadas fueron 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 y 3%, efectuandose
cinco repeticiones Yy un testigo en blanco. Para el aceite esencial de lemongrass
se utiliz6 comoemulsionante lecitina de soja al 0.5% y las concentraciones
utilizadas fueron 0.5, 1, 2, 3,4% vy el testigo correspondiente. Luego de la
aplicacion se realizaron los recuentos de lospulgones presentes en cada planta a
las 6 y 24 horas, expresados en porcentaje de repelencia. Para el analisis
estadistico se utiliz6 un ANOVA de dos vias y Test de Tukey(a=0.05). Los valores
maximos de repelencia obtenidos para ambas esencias oscilaronentre 72 y 90%;
para L. nobilis se logré a las 6 h de la aplicacion con concentraciones del2%,

mientras que para C. citratus se alcanzé a las 24 h con concentraciones del 3%.

El aporte al trabajo de investigacion fue la extraccion de aceite esencial por medio
de arrastre por vapor, la caracterizacion realizando una Cromatografia de Gases y
la realizacion de un analisis de varianza ANOVA. La diferencia es que trabajaron

para la realizacion de un producto (insecticida) y la materia prima no era limoén.

Posteriormente, Cano et al. (2002) realizaron un estudio sobre la obtencién de la
oleorresina y aceite esencial a nivel de planta piloto de pimienta negra
(Pipernigrum L.) cultivada en Guatemala, evaluando el rendimiento obtenido
mediante el proceso de destilacidbn atmosférica por arrastre con vapor para
obtener el aceite esencial, evaluando el rendimiento en funcion del factor tamafio
de lote; y como proceso consecutivo la extraccion de oleorresina por
maceracion con solvente alcohdlico, evaluando el rendimiento en funcion
de dos factores: tamafio de Ilote y concentracion del solvente para 3
diferentes tiempos de maceracion. Ademas se realizé una evaluacion de las

propiedades fisicoquimicas de ambos extractos, asi como cromatografia
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gaseosa (CG) al aceite esencial para cuantificar los componentes del mismo,
encontrandose 2 componentes mayoritarios: canfeno y mirceno. Se realizo
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) a las muestras de oleorresina
para cuantificar la piperina, la cual es el principio activo y determina la calidad del
aceite esencial y oleorresina respectivamente.Los resultados obtenidos de
porcentaje de rendimiento de aceite esencial se interpretaron por medio de
un analisis de varianza, llegando a concluir que: el factor tamafio de lote influye en
el porcentaje de rendimiento de aceite esencial, obteniendo un porcentaje medio
de 0.802%. Asimismo se realizdé el andlisis de varianza para los porcentajes
de rendimiento de oleorresina, llegando a concluir que: los dos factores
estudiados: tamafio de lote y concentracion de solvente influyen significativamente
en el rendimiento de oleorresina obtenido, el cual fue un valor promedio de 5.57,
siendo el lote de 10 libras y el etanol al 70% los niveles méas favorables para
obtener el méas alto rendimiento porcentual de oleorresina a nivel planta
piloto con pimienta negra molida de 15% de humedad, el valor reportado
por Farell(1975) es de 6%, para pimienta negra cultivada en otros paises. Fueron
determinadas las propiedades fisicoquimicas de los extractos, densidad e indice
de refraccién, con lo que se completé la informacibn que se deseaba
obtener en la investigacion. EI porcentaje Promedio de piperina contenida en
la oleorresina fue de 56.48, valor que se encuentras dentro del rango

reportado por Farell(1975) que es de 53 — 57 %.

El aporte al trabajo de investigacion fue la extraccion de aceite esencial por
arrastre con vapor y la realizacion de un andlisis de varianza para determinar las
variables mas influyentes en el proceso. La diferencia fue que la materia prima es

la pimienta negra.

Asi mismo, Olaeta et al. (2002) estudiaron la evolucibn de los compuestos
citralylimoneno en el aceite esencial de limén (Citrus limon(L.) Burm.) en las
variedades Eureka y Génova. Seefectuaron 10 muestreos a intervalos de una
semanadesde marzo a junio de 1999, eligiendo cuatro frutosal azar, en cada
evaluacion, por cada variedad.El aceite esencial obtenido se extrajo

13
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utilizando el método de prensado en frio del serrin del flavedo, el que se congel6
para luego ser inyectado en un cromatografo de gases HP 5890 serie Il equipado
con un detector FID. Se determiné que las variedades Eureka y Génovano
presentaron diferencias en los porcentajes de citral y limoneno obtenidos en el
aceite esencial de los frutos, aumentando sus niveles a medida que aumento el
grado de madurez de los frutos. Se determiné también que el limoneno es el
compuesto mas importante en el aceite esencial de estas variedades,
alcanzando valores promedios aproximados de 33 % y el citral alcanz6 valores
del,6%.

El aporte al trabajo en desarrollo fue la extraccion del aceite esencial del limén
Eureka. La diferencia fue el método de extraccion utilizado que fue prensado al frio

y que trabajaron con otra variedad de limén que es el Génova.

De igual forma, Chavez y Rivas (2003) desarrollaron un repelente para insectos a
base de aceite esencial de limén, el cual constituye una alternativa frente a los
repelentes sintéticos existentes en el mercado, que no dafie el ambiente ni cause
dificultades a la salud. El repelente se formulé para dos concentraciones de aceite
esencial de limon siendo elaborado en la Facultad de Farmacia de la Universidad
Central de Venezuela. Para certificar la calidad del repelente se le practicaron
pruebas dermatolégicas microbioldgicas. Las dos concentraciones fueron
probadas con voluntarios en la poblacion de Ortiz, Estado Guérico; escogiendo la
de mayor accion repelente. Finalmente se realiz6 un estudio para investigar el

mercadeo de los repelentes existentes en Venezuela.

El aporte al trabajo en desarrollo es la extraccion de aceite esencial de limén. La
diferencia es que en este trabajo se hara la extraccion y caracterizacion del aceite
esencial para fines investigativos y comparar con los aceites esenciales de las

otras variedades de limon (limén persa y criollo).

De manera semejante, Cerutti y Neumayer (2004) realizaron un estudio acerca del
aceite esencial del limon, de como esta mezcla compleja de sustancias

proporcionan sabor y olor a innumerables alimentos, aunque también son usados

14
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en la industria cosmética, sefialando a Argentina como uno de los mayores
productores de aceite esencial de limén en el mundo. De igual manera mencionan
los principales métodos de obtencion de aceite esencial de limén y sus

fundamentos.

El aporte al trabajo en desarrollo fue la extraccion del aceite esencial del limén. La
diferencia fue que no hablan de otros métodos de extraccion y procesos

posteriores a la extracciéon para tener el producto final.

En otro orden de ideas, Franceschi et al. (2004) analizaron el comportamiento de
las fases de los aceites de limén y bergamota en CO, supercritico. El objetivo
principal de este trabajo fue investigar el comportamiento de fase a altas presiones
de los sistemas binarios CO,-limon (lima tahiti) y CO,-bergamota. EI método que
se usO una célula de volumen variable que fue empleada para obtener los datos
experimentales de CO, en una gama de composicion total 5 a 98% de peso, de
313K a 343K y presiones hasta 19 MPa. Para ambos sistemas, los datos
experimentales revelaron la presencia de los equilibrios liquido-vapor y liquido-

liquido y transiciones de fase liquido- liquido- vapor.

Ambos trabajos se asemejan en la aplicacion de la extraccion mediante CO,
supercritico para la obtencién del aceite esencial de limén. La diferencia es el
objetivo que se persigue, debido a que esta solo estudia el comportamiento de la
mezcla binaria limén-CO, a altas presiones y ademas estudia el sistema CO,-

bergamota.

De igual forma, Poiana (2004) establece el estudio de la composicion de los
extractos alcohdlicos de limones procedentes de lItalia, en las zonas Amalfi y
Sorrento, es decir, muestras de los cultivos "Sfusato di Amalfi" y "Limone di
Sorrento”. Los limones fueron cosechados mensualmente a partir de seis huertos
en la zona de Amalfi y ocho huertos en la zona de Sorrento. Las cascaras de los
limones se presentaron como una infusién alcohdlica similar a la utilizada para la
produccion de la bebida "Limoncello”. Los extractos se analizaron por GC / MS y

las fracciones volatiles fueron caracterizadas. Las composiciones observadas
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fueron similares a los reportados para aceites esenciales de limén extraido por
prensados en frio. La proporciéon de los carbonilos a compuestos oxigenados,
alcoholes a compuestos oxigenados y ésteres a compuestos oxigenados son los
indices de calidad de sabor. Estos mostraron una tendencia similar para ambos
tipos de limén. Algunas evidencias para una produccion de limon de calidad el
extracto alcohdlico puede ser deducido. A fin de normalizarla produccion del
"Limoncello" las variaciones en su composicion durante la temporada tienen que
ser tomadas en cuenta. Los compuestos carbonilos son importantes para
determinar caracter olfativo. En Sorrento y Amalfi el nivel maximo de producto
extraido se encontré en las muestras que fueron cosechadas en primavera. Estos
componentes se encontraban en una proporcion correcta de la fraccién oxigenada
en un grabado con un aroma de Citral. Los esteres se encontraban en una

relacion correcta, con respeto a los demas componentes, y acentlta el sabor floral.

Las semejanzas con este trabajo es la extraccion del aceite esencial utilizando de
una variedad de limon aunque estos son provenientes de las zonas de Amalfi y
Sorrento y que lo obtienen para la realizacion de limoncello. La diferencia es el
método de extraccion utilizado que para el caso de este trabajo de investigacion

es prensado al frio.

Por otra parte,Marin y Ojeda (2005) desarrollaron un proceso de extraccion del
aceite esencial del clavel de la india (Tabemaemontanadivaricata) con CO, para la
produccion de fragancias. Para ello fueron determinadas las mejores condiciones
de extraccion, desarrollaron una fragancia en base a la esencia extraida, estudio
de mercado para incursionar con el nuevo producto y una evaluacion técnico-

econdmica para el establecimiento de una planta piloto.

El aporte de este trabajo de investigacion fue la utilizacién del COj,supercriticopara
la extraccion del aceite esencial. La diferencia es que la materia prima utilizada fue

el clavel de la india y que el fin del mismo es para la produccién de una fragancia.

En este sentido, Atti-Santos et al. (2005) Realizaron la extraccion del aceite

esencial de la lima (Citrus latifolia Tanaka) mediante los métodos de
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hidrodestilacion y extraccion con CO, supercritico. En el caso de la
hidrodestilacion, los parametros evaluados fueron el tiempo de extraccion y las
caracteristicas de la materia vegetal. En la extraccion supercritica, los parametros
evaluados fueron la temperatura, presion, flujo de CO,, tiempo de extraccién y las
caracteristicas del material. Teniendo en cuenta el contenido de Citral, las mejores
condiciones para la hidrodestilacion fueron una destilacién de 3 horas utilizando
cascaras enteras. Las mejores condiciones para la extraccion supercritica fueron
60 °C, 90bar, un flujo de CO;, de 1mL/min durante 30 minutos, usando las
cascaras molidas. El rendimiento fue mayor por hidrodestilacion (5,45% p/p) y por

la extracciéon supercritica (7,93% p/p)

El aporte al trabajo de investigacion fue el uso del método de extraccion con CO,
supercritico. La diferencia es la materia prima utilizada y que realizaron extraccion

de aceite esencial por el método de hidrodestilacion

No obstante, Ismail et al. (2005) realizaron estudios con limon [Citrus limon (L)
Burm. f.] y la toronja (Citrus paradisiMacf) los aceites esenciales fueron obtenidos
por prensado en frio de la cascara de limén y de la toronja. Fueron analizadas por
un cromatografo de gases de la alta resolucion, (HRCG), y un cromadgrafo de
gases/espectrometro de masas de alta resolucion (HRGC/MS). En total, 42 vy
27componentes han sido identificados en los aceites de limén y toronja,
respectivamente. EL aceite de limén mostré un alto contenido de hidrocarburos
monoterpenos 89,9% con 61,8%de limoneno, y-terpineno un 10,6% yB-pineno
8,1%, siendo los tres componentes principales. Del mismo modo, el aceite de
toronja se ha caracterizado por su alto contenido de hidrocarburos monoterpenos
96,4% de los cuales el 92,5% limoneno y mirceno 2,6%siendo sus dos
componentes principales. Aceite de toronja contiene una menor cantidad
dehidrocarburos sesquiterpenos, aldehidos, alcoholes y ésteres que en el aceite

de limén.

El aporte de este trabajo fue la utilizacion de una variedad de limén y que el aceite

esencial fue analizado por medio de un cromatografia de gases para determinar
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son componentes. Las diferencias es que aparte de utilizar el limén como materia
prima utilizaron toronja para extraer el aceite esencial, también el método de

extraccion ya que utilizaron el método de prensado en frio.

Més adelante, Lépez (2006) realizaron la extraccion del aceite esencial del limén y
mandarina mediante un solvente (alcohol), luego concentraron las muestras en un
rotoevaporador para retirar el solvente adicionado. Posteriormente se realizé la
caracterizacion mediante Cromatografia de capa fina, espectrometria infrarrojo y
cromatografia de gases obteniendo los siguientes componentes principalmente:
limonen, mirceno, citral, terpineno y pineno. Ademas se realiz6 un producto de

aromaterapia.

El aporte al trabajo de investigacion fue la extraccion del aceite esencial del limén
y la caracterizacion mediante cromatografia de gases. La diferencia fue el método

de extraccion (extraccion con solvente).

Segun se ha citado Kirbaslar and Boz (2006) realizaron la extraccion de aceite
esencial de la céascara del limén [Citrus limén (L). Burm. F.] y toronja (Citrus
paradisiMacf) y el método de extraccion fue prensado en frio. Los aceites se
analizaron mediante Cromatégrafo de gases de alta resolucion (HRGC) y un
Cromatégrafo de gases de alta resolucion con Espectrometro de masas
(HRGC/MS). En total 42 y 27 componentes han sido identificados en los aceites
esenciales de limon y toronja respectivamente. El aceite esencial del limén mostro
un alto contenido de monoterpenos (89,9%) con limoneno (61,8%), y-terpineno
(10,6%) y B-pineno (2,6%) siendo estos sus componentes principales, en el caso
de la toronja resulto de igual forma con un alto contenido de monoterpenos
(96,4%) de los cuales el limoneno (92,5%) y mirceno (2,6%) siendo estos sus

componentes principales.

El aporte al trabajo de investigacion fue la caracterizacion mediante un
Cromatoégrafo identificando asi sus componentes mayoritarios. La diferencia fue la

materia prima utilizada y que el método de extraccion es prensado en frio.
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Por su parte, Rueda et al. (2007) realizaron el estudio del aceite esencial de la
cascara de la naranja, de la especie cultivada en la regién de Labateca, en el
Norte de Santander Colombia, (Citrus sinensis, variedad valenciana), fue obtenido
por hidrodestilacién asistida por radiacion de microondas (HDMO). Su analisis por
Cromatografia de Gases de Alta Resolucion (CGAR) permitié identificar como
componente volatil mayoritario del aceite esencial es el monoterpeno oxigenado

limoneno con un 90,93%.

El aporte al trabajo de investigacion en desarrollo fue la Caracterizacidén del aceite
esencial por cromatografia de Gases. La diferencia fue la materia prima utilizada y

el método de extraccion que utilizaron.

Del mismo modo, Seied y Mahdi (2007) realizaron la extraccibn de aceites
esenciales de plantas y analizaron su aceite mas volatil, fundamentando sus
modalidades y aplicaciones de la extraccion con fluido supercritico en el retiro
de aceites esenciales de matrices de plantas. Se realiz6 la extraccion con fluido
supercritico principalmente con el diéxido de carbono puro, que facilitan el tiempo
diferido la coleccion de extractos y el enganche en linea con otros métodos
analiticos como la cromatografia gaseosa liquida y de fluido supercritico.
Mostrando el namero de factores que influyen en la extraccion, estos seran la
solubilidad del soluto en el fluido, la difusion por el proceso de coleccion de matriz.
Finalmente la extraccion convencional en términos de selectividad, rapidez,

limpieza y posibilidad de manipular la composicion del extracto volatil.

El aporte que se encuentra con el trabajo de investigacién en desarrollo con la
utilizacién con fluido supercritico, especialmente CO,, en plantas con aceites
esenciales volatiles como el limon. La diferencia en el trabajo de investigacion a
llevar a cabo, es que se utilizaran varios métodos para la extraccion del aceite

esencial del limén Eureka.

Por otra parte, Cerpa (2007) realizé un estudio que comprende la transferencia de
masa, mediante un modelado matematico basico, versatil, consistente e integrado

termodinamicamente; ubicar el aceite esencial en la matriz herbacea, mediante el
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analisis micro-histolégico por SEM; identificar, determinar y discernir la
composicidon quimica de los aceites esenciales, mediante el andlisis
cromatografico combinado con la espectrometria de masa (GS/MS); se
procesaron 5 plantas aromaticas, en un equipo piloto con diferentes flujos de
vapor de agua Yy diferentes porosidades del lecho vegetal. Las plantas fueron:
Lavandina super (Lavandula angustifolia M. x latifolia M.), con un rendimiento de
(1,36 = 0,138%) g/g, en base humeda (53% g/g H.0), en 12 pruebas
experimentales, con una carga fija por prueba; usando sus flores y tallos
parcialmente cegados. Romero espafiol (Rosmarinusofficinalis L.): con un
rendimiento de 1,35 + 0,104 % g/g en base humeda (22,5% g/g H,0), en 9
pruebas experimentales, diferentes cargas de planta y usando sus flores y hojas
enteras. Mejorana de Espafa (Thymusmastichina L.): con un rendimiento de 1,63
+ 0,20 % g/g, en base humedad (11,3% g/g H,0), en 8 pruebas experimentales,
con una carga fija (1Kg) por prueba; usando sus hojas, flores y tallos enteros.
Lavandinabrial (Lavandula angustifolia L. x latifolia L.); Con un rendimiento de 0,96
+ 0,089% g/g en peso, en base humeda (27,3% g/g H,O), en 9 pruebas
experimentales, con diferentes cargas de planta; usando sus flores y tallos
enteros. Dos plantas adicionales fueron procesadas y caracterizadas: hinojo dulce
(Foeniculumvulgarevar. Dulce) y siempreviva (Helichrysumstoechas). Sin

embargo, no han sido consideradas para su modelado fenomenolégico.

El modelado fenomenoldgico predijo la evolucion de la hidrodestilacién con una
precision aceptable. Los fendmenos controlantes del proceso fueron: exudacion
térmica del aceite en la interface desde las tricomas glandulares; la evaporacion
instantanea del aceite en la interface de la pelicula superficial y la corriente de
vapor circundante; y la difusion por conveccion del aceite en la corriente de vapor
gue atraviesa el lecho vegetal. Los parametros del modelado: la constante de
velocidad de la exudacion térmica y el espesor de la capa de aceite en la pelicula
superficial, sirvieron para comparar la rapidez de la exudacion térmica de una
planta frente a otra; y el area de transferencia de masa efectiva entre distintas

matrices herbaceas.
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Mediante el analisis micro-histolégico, se determind que el aceite esencial esta
situado en los tricomas glandulares superficiales de las flores y hojas de las
plantas estudiadas. En los casos de la mejorana de Espafia y el hisopo espafiol,
los tricomas glandulares se encuentran en ambos de las hojas. En el caso del
romero espafol, se encuentran solamente en el revés de las hojas y escondidos
entre abundantes grupos de tricomas no glandulares. En el caso de los lavandines
super y abrial, se encuentran solamente en el anves de las flores y también
escondidos entre abundantes grupos de tricomas no glandulares. En contacto con
el vapor saturado, los tricomas glandulares liberan el aceite esencial contenido e
implosionan, disminuyendo su volumen y cambiando su forma. La destilacion
diferencial en equilibrio de los aceites esenciales con el agua confirma que la
hidrodestilacion no solo es una operacién de separacién en equilibrio, sino que
existen mas fenébmenos limitantes de la velocidad de obtencion del aceite.

El aporte con el trabajo a desarrollar es la extraccion y caracterizacion del aceite
esencial. Las diferencias son que la extraccion es por hidrodestilacion, a parte el

trabajo esta enfocado en una modelacion la hidrodestilacion.

En contraste, Fernandez y Manosalva (2009) desarrollaron un producto cosmeético
a base de la fragancia del aceite esencial de limén, para esto realizaron la
extraccion vy caracterizacion de la variedad de limon (limén criollo), de la cual
obtuvieron la mayor cantidad de citral , utilizando como método de extraccion
fluido supercritico empleando dioxido de carbono, la extraccion supercritica se
desarroll6 mediante la aplicacién de un método factorial 2° ,en donde los factores
estudiados fueron la presion y los tiempos estatico y dinamico, sobre el porcentaje
de citral en representacion de la calidad como variable de respuesta.
Adicionalmente, realizaron un disefio factorial 3, en la cual obtuvieron las
condiciones oOptimas de extraccion las cuales fueron de un tiempo estatico de 18

min y la presion de 108,3 bares.

Este trabajo de investigacion presenta similitud con la investigacion a desarrollar

ya que se realizd la extraccion del aceite esencial de diferentes variedades de
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limén empleando diéxido de carbono como fluido supercritico. Se diferencia de
la investigacion a desarrollar ya que esta busca caracterizar y comparar mediante
diferentes métodos la extraccion del aceite esencial del limén Eureka y no en le

desarrollo de un producto cosmeético.

Sin embargo, Ardila et al. (2009) evaluaron la potencial aplicacién de aceites de
plantas extraidos por arrastre con vapor como posibles conservantes y
antioxidantes naturales en un producto carnico como el salami, que permitan
sustituir parcial o totalmente aditivos como el nitrito y butilhidroxianisol por
diferentes tipos de combinaciones de aceites esenciales y extractos vegetales
que encontramos en: Alliumsativum, Coriandrumsativum, Eugenia
Caryophyllata, Origanumvulgare, Rosmarinusofficinalis y Thymusvulgaris. Se
procesO el producto carnico adicionando los extractos que presentaron mayor
actividad antibacterial y antioxidante (pruebas in vitro de actividad antibacterial en
Clostridiumperfringens con el método de Kirby Bauer, y de actividad antioxidante
mediante la inhibicidn de la peroxidacion del acido linoléico y el test de B-caroteno-
acido linoléico) en una concentracion de 250 ppm, para realizarle analisis
microbiolégicos (recuento de esporas de Clostridium sulfito reductor) vy
bromatologicos (contenido de proteina y grasa) en un periodo de
almacenamiento de 30 dias, ademas de las pruebas sensoriales de perfil,
heddnica y de color, donde se determind que el producto sélo difiere del producto
sin especias; en las propiedades de aroma y sabor del aceite esencial agregado,
el producto gusta al consumidor y no tiene una diferencia estadisticamente

significativa en las caracteristicas de color.

El aporte al trabajo de investigacion fue el método de extraccion. La diferencia fue
la materia prima para la extraccion del aceite esencial y que la evaluacion del
mismo fue para ser utilizado como conservantes y antioxidantes de productos

carnicos.

Tambien, Di Vaio et al. (2010) determinaron la composicion de los aceites

esenciales y la actividad antioxidante del extracto de etanol de la piel del limén
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para lo cual analizaron 18 variedades, procedentes de Sicilia y Campania, tomaron
una muestra de 60 frutos por variedad (20 de 3 plantas) determinaron: peso medio
del fruto, polar y ecuatorial diametro, espesor de la piel, el numero de semillas,
porcentaje de jugo, valorable acidez y pH del jugo. Los extractos alcohdlicos
obtenidos para cada cultivar fueron analizadas por su actividad antioxidante con el
ABTS ensayo y composicion del aceite esencial mediante GC/FID. El aceite
obtenido de la cascara esencial era limoneno, lo que representa de un 72,5 a
76,4 %, seguido B-pineno 11.6 a 18,7 %, Varios hidrocarburos monoterpenos que
también fueron identificados en un contenido apreciable, terpineno2,88 a 8,26 %,
a-pineno 1.4 a 1,5 % y mirceno0.95 a 1,12 %.Demostraron no hay una relacién
clara entre la actividad antioxidante y la composicion del aceite esencial de los
extractos. En este estudio identificaron los cultivares con mayor contenido de

aceite esencial y la actividad antioxidante.

Este trabajo de investigacion presenta la extraccion del aceite esencial de
diferentes variedades de limon, ademas de identificar sus caracteristicas
fisicoquimicas mediante cromatografia de gases, sin embargo se diferencia de la
investigacién a desarrollar en el método de extraccion utilizado el cual fue
(solvente extractor) enfocandose principalmente en los extractos alcohdlicos

obtenidos para el andlisis de su actividad antioxidante.
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2.1. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.2.1 CULTIVO DEL LIMON (EUREKA):

La variedad Eureka se originé en Los Angeles, California, en un grupo de
semilleros cultivados de la fruta de origen italiano, dicha semilla fue plantada en
1858. Varios afios después Andrew Boyle y C. R. Workman adquirieron algunas
de estas semillas y finalmente escogieron las mas prometedoras. Cerca de 1877,
Workman proporciond uno de estos semilleros a Thomas A. Garey, un arboricultor
prominente de Los Angeles, y lo propag6 e introdujo bajo el nombre de Garey
Eureka (Butterfield, 1963).

2.2.2 TAXONOMIA Y MORFOLOGIA.

TABLA 2.1.
TAXONOMIA DEL LIMON EUREKA

Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Sapindales
Familia Rutaceae
Género Citrus
Especie Eureka
Nombre cientifico Eureka
Nombre comun Limonero Eureka

Fuente: (Morin, 1980)

Las hojas: Las hojas alternas, de color rojizo cuando son jovenes, son verde
oscuro por encima, por debajo verde claro, oblongas, elipticas o largamente

21/2

aovadas, a 4¥?pulgadas (6.25 a 11.25 c¢cm) de largo, finamente dentadas, con

delgadas alas sobre el peciolo (Morin, 1980).

Flores: Presenta una floracion primaveral larga y es refloreciente, por lo que su
periodo de cosecha es bastante extendido y produce una abundante cosecha de

verano las flores de suave fragancia pueden ser solitarias o pueden existir 2 o mas
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agrupadas en las axilas de las hojas. Cuando brotan son de color rojizo; las flores
abiertas tiene 4 0 5 pétalos de 3/4 pulgadas (2 cm) de largo, de color blanco en la
superficie superior (interior), purpura debajo (fuera), y unos 20 a 40, estambres

con anteras amarillas unidos (Morin, 1980).

Fruto: Su fruto es una variedad productiva, muy precoz en la entrada en
produccion y con frutos que tienden a ubicarse en la periferia del arbol, muchas
veces en racimos en la punta de las ramas (Morin, 1980).

Es de forma eliptica a oblongo, con el pezén moderadamente saliente en el apice,
un collar bajo relieve en la base, de piel amarilla, con crestas longitudinales,
ligeramente aspera a causa de las hundidas glandulas de aceite, medianamente
gruesa, y no facilmente separable de la pulpa; pulpa de color amarillo verdoso, con
unos 10 sectores, de grano fino, tierna, jugosa, muy acida, posee un alto

contenido en Vitamina C y acido citrico(Morin, 1980).

Figura 2.1. Limon Eureka
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El limén Eureka a menudo se producen en grandes grupos en los terminales de
las ramas sin proteccion por el follaje (Figura 2.1.). Produce todo el afio, pero mas
a fines del invierno, primavera y comienzos del verano cuando la demanda es alta

para los limones (Morin, 1980).
2.2.3 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son mezclas homogéneas de compuestos quimicos
organicos, provenientes de una misma familia quimica. Tienen la propiedad en
comun, de generar diversos aromas agradables y perceptibles al ser humano.
Poseen un color en la gama del amarillo, hasta ser transparentes en algunos
casos (Ginther, 1948; Teuscheretal., 2005; Parry, 1921; Mufioz, 2002; Peter,
2004).

Los aceites esenciales o esencias estan constituidos por monoterpenos,
sesquiterpenos Yy fenilpropanos, de los ultimos los mas frecuentes son: anetol (del
anis, Pimpinellaanisum, Umbelliferas), eugenol (del clavo, Eugenia caryophyllata,
y de la pimienta Pimientaofficinalis, Myrtaceas), magnolol (de la magnolia,
Magnolia obvata, Magnoliaceas), cinamaldehido (de la canela,
Cinnamomumcassia, Lauraceas) (Marcano y Hasegawa, 2002).

Entre los componentes volatiles aislados de las plantas también se encuentran
acidos libres (isovalérico, caprilico, en las flores de tabaco), aldehidos (heptanal,
octanal, en el aceite de mandarina). Cetonas (1,2-ciclopentanodiona, en el café),
compuestos azufrados como allicina (del ajo), isotiocianato de alilo (de la
mostaza), etc. (Marcano y Hasegawa, 2002).

Estas sustancias son los constituyentes odoriferos o esencias de una planta, son
productos volatiles, aromaticos, constituidos por una mezcla compleja de varias
sustancias generadas por diversas rutas biocinéticas. Dado que las moléculas
aromaticas de una planta existe en forma liquida inmiscible en agua, estos son
clasificados como aceites esenciales, para diferenciarlos de los aceites grasos
obtenidos por lo general de las especies clasificadas como oleaginosas. (Briga,
1962).
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Estos aceites se encuentran ampliamente distribuidos en unas 60 familias de
plantas que incluyen las Compuestas, Labiadas, Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas,
Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas, etc. Se les puede encontrar en diferentes
partes de la planta: en las hojas, en las raices, en el pericarpio del fruto, en las
semillas, en el tallo, en las flores y en los frutos (Guignard et al. 1985).

2.2.4 RESENA HISTORICA

El Antiguo Testamento recoge numerosos testimonios sobre el conocimiento y
uso de los aceites esenciales, como relato en el que José fue vendido por veinte
piezas de plata a un mercader de especias de Galad (Génesis 37, 1-36), el de la
preparacion de la timiama o uncién sagrada para el uso de sacerdotes y en
sacrificios u otras ceremonias religiosas (Exodo 29, 7; 30, 9; 30, 22-34; 35, 28). No
es dificil imaginar que estas sustancias, con sus diferentes sabores y aromas,
dieran lugar a los primeros perfumes y esencias. Oriente estaba simbolicamente
considerado como la cuna de la civilizacién, porque de alli provenian las primeras
especias y otras materias primas. Lo mismo ocurrié con los aceites esenciales,
cuyos primeros procesos de destilacion ocurrieron en Oriente (Egipto, Persia e
India). En la antigua Grecia, Roma y sobre todo a partir de la Edad Media, se
elaboraban aceites esenciales cuya obtencion distaba mucho del método utilizado
en la actualidad. Se procedia a embotellar aceites grasos con flores, raices u otras
partes vegetales aroméaticas.Después de un tiempo de maceracion, y en muchas
ocasiones gracias a la accion del sol, se conseguian los primeros “aceites
olorosos”. Desde el inicio del siglo XVI y hasta el siglo XVIII, se sucedieron los
avances en la elaboracion de los aceites esenciales.Cabe destacar la obra “New
GrossDestillirbuch” de Walter Reiff (1556) que contiene la primera referencia sobre

la industria de estos destilados “...los alemanes compramos el aceite de
Lavandula a los franceses para rellenar pequefas botellas que luego se venden a
un alto precio.”. Desde entonces hasta nuestros dias, la industria perfumera no ha
dejado de investigar en la obtencion de nuevas fragancias y distintos métodos de
extraccion para obtener mejores rendimientos. Todos estos avances desarrollaron
paralelamente las técnicas para su fraccionamiento y caracterizacion. En el siglo
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XVIII comenzé la revolucion quimica con el planteamiento de hipétesis sobre la
naturaleza de las sustancias que componen estas mezclas y la forma de
separarlas para conseguir su identificacion. A partir de entonces las
investigaciones de los aceites esenciales se han centrado en la separacion e
identificacién de sus compuestos. El descubrimiento de estas cualidades de
las plantas abrieron un amplio abanico de posibilidades a la industria
farmacéutica, en la busqueda de los compuestos responsables de las mismas. El
uso de los aceites esenciales no se limita a estas aplicaciones. Todos los dias, sin
saberlo, estamos haciendo uso de algun producto o material derivado de estas

sustancias.
2.2.5 APLICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales tienen un rango de aplicaciones muy amplio. Estos se
usan en las industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética y quimica, siendo
incorporados en productos de consumo, jarabes, bebidas no alcohdlicas,
aderezos, mermeladas etc., o de uso externo, cremas, perfumes, jabones, geles;
como saborizantes, aromatizantes y enmascarante de olores (CBI, 2004 y CBI,
2005).También ha sido tradicionalmente utilizado en botanica sistematica para
establecer parentescos entre plantas, al principio en forma indirecta (utilizando el
olor como carécter) luego en su forma quimica (CBI, 2004 y CBI, 2005).

Por otra parte se les estad utilizando como conservadores para alimentos,
especialmente carnicos. Por sus propiedades insecticidas y acaricidas que poseen
algunos aceites, se los produce con fines de controlar algunas plagas de manera
ecolégica (CBI, 2004 y CBI, 2005).0tro uso es en la terapia alternativa
denominada aromaterapia. Por ejemplo, el aceite de lavanda se usa para las
heridas y quemaduras, y el aceite de jazmin se utiliza como relajante (CBI, 2004 y
CBI, 2005).
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ACEITES

ESENCIALES

INDUSTRIA DE
AROMAY
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PRODUCTOS INDUSTRIALES FARMACEUTICOS

MEDICINA (Antibacteriales,
Antifingicos,
Descongestionantes)

ALIMENTOS Y SABORES
(Sabonizantes,
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(Perfumes, Sprays, Cremas,
Polvos, Jabones, Shampoos)

J
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J

INDUSTRIA DEL
TABACO (Saborizantes,
Fijadores)

PRODUCTOS DENTALES
(PastaDental, Enjuague
Bucal, Antisépticos

PAPELES Y TINTAS (Crayones,

Tintas, Ftiquetas) VETERINARIA (Farmacas)
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Detergentes, Limpiadores)

CAUCHOSY PLASTICOS
(Desodorantes)

FARMACEUTICA
(Saborizantes)

y,

INDUSTRIATEXTIL (Tapiceriz)

Figura 2.2. Principales aplicaciones de los aceites esenciales.

Fuente: Vargas y Bottia, (2008).

2.2.6 METODOS DE ANALISIS Y CONTROL DE LOS ACEITES ESENCIALES

El control de calidad de un aceite esencial tiene como objetivo garantizar que la

esencia posee determinadas caracteristicasanaliticas (Oliveira, 2006).
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Caracteristicas Determinaciones e .. Caracteristicas
. L. . Indices Quimicos .
Organolépticas Fisicas Cromatografias

* Olor * Densidad * Acidez * Perfil
» Color « [ndice de e Ester Cromatografico
« Apariencia Refraccién « Saponificacién e [ndices de
» Textura * Solubilidad « Fenoles Retencion
¢ Poder Rotatorio « Acilo * Identificacion
* Punto de por GC-MC
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Figura 2.3. Parametros analiticos empleados para establecer la calidad de los
aceites esenciales.

Fuente: Vargas y Bottia(2008).

2.2.7 CLASIFICACION DE LOS ACEITES ESENCIALES:

Todos los aceites esenciales son antisépticos, pero cada uno tiene sus
virtudes especificas, por ejemplo pueden ser analgésicos, fungicidas, diuréticos o
expectorantes. La reunion de componentes de cada aceite también actla
conjuntamente para dar al aceite una caracteristica dominante. Puede ser como el
de manzanilla, refrescante como el de pomelo, estimulante como el aromatico de
romero o calmante como el de clavo (Velascoet al. 2007).

En el organismo, los aceites esenciales pueden actuar de modo farmacoldgico,
fisiologico y psicoldgico. Habitualmente producen efectos sobre diversos 6rganos
(especialmente los érganos de los sentidos) y sobre diversas funciones del
sistema nervioso. También son utilizados en plantas para alejar a los insectos

herbivoros(Velascoet al. 2007).
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Las aceites esenciales segun la consistencia, origen y naturaleza de la mayoria de
sus componentes (Martinez, 2001).

Segun su consistencia, se clasifican en: Esencias fluidas, balsamos, oleorresinas.
Segun su origen:Naturales, artificiales y sintéticos. Segun su naturaleza:Los ricos
en sesquiterpenos, los ricos en fenilpropanos y los ricos en monoterpenoides
(Martinez, 2001).

2.2.8 ACEITE ESENCIAL DE LIMON

Producto volatil obtenido del epicarpio fresco del fruto, se trata de un liquido
de color amarillo palido a verde amarillento; posee un aroma fresco que recuerda
a la cascara madura del fruto, su densidad relativa a 20/20°C es de 0,850 a 0,859,
es soluble en alcohol o éter y poco soluble en agua (Cerutti y Neumayer, 2004).
La compleja mezcla de componentes del aceite esencial de limoén esta
representada mayoritariamente  porestructuras derivadas del isopreno,
denaturaleza terpénica (Guenther, 1972; Pinder, 1960), entre las que el
hidrocarburo limoneno es el mas abundante como en el resto de los aceites
esenciales de citricos. Los derivados oxigenados de dichos terpenos no son
mayoritarios, sin  embargo tienen gran importancia en el caracteristico aroma del
aceite esencial (Laencinaet al., 1980; Prager y Miskiewicz, 1982; Sattaret al.,
1986).
El aceite esencial de limén, contiene aproximadamente 2% de sustancias no
volatiles en su mayoria en la forma de Coumarince, alrededor de 18 alcoholes, 16
aldehidos, 11 ésteres, 3 cetonas, 4 acidos y 23 hidrocarburos. Los hidrocarburos
de terpenos, los cuales constituyen la mayor parte del aceite esencial son
insolubles en agua y suceptibles a oxidaciones. Para producir un aceite estable y
soluble se llevan a cabo operaciones de extraccion, concentracion y deterpenacién
(Cerutti y Neumayer, 2004).
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Figura 2.4. Compuestos Caracteristicos del Aceite Esencial del Limén
Fuente: Cerutti y Neumayer (2004).

La industria emplea aproximadamente 190 Kg. de limén para obtener 1 Kg. de
aceite esencial, es decir, para obtener una tonelada de aceite esencial destilado
de limén se requiere limén fresco y en buen estado en una proporcion aproximada
de 250 toneladas. (Cerutti y Neumayer, 2004).

El dato méas reciente segun la FAO tiene para la produccién mundial de aceite
esencial de limoén es del afio 2008 cuando fue de 13.439.211 toneladas y crece a
una tasa anual de 10%, yArgentina fue el principal productor mundial de aceite
esencial de limon con 18%, seguido por México con 17%. En cuanto a los paises
importadores para el afio 2007 segun la FAO la importacion mundial fue de
2.133.272 toneladas, siendo Estados Unidos el pais con mayor importacion con
un 20%, seguido de Rusia con un 9%. En el mismo orden de ideas para el afio
2007 segun la FAO, en el caso de la exportacion mundial del aceite esencial de
limén fue de 2.259.008 toneladas. Todos estos datos son reflejados en las figuras
25a27.
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PRODUCCION MUNDIAL, ANO 2008

PRODUCCION MUNIHAL: 13,439,217 TON.

Figura 2.5. Produccién mundial de Limon en el 2008
Fuente: FAO (2008).

IMPORTACION MUNDIAL, ANO 2007.

IMPORTACION MUNDIAL: 2 133 272 TON.

Figura 2.6. Importacién mundial de limén en el 2007

Fuente: FAO (2008).
EXPORTACION MUNDIAL, ANO 2007

EXPORTACIOMN MUMNDIAL: 2,258,008 TON.

Figura 2.7. Exportacion mundial de limén en el 2007
Fuente: FAO (2008).

33



@ﬁc&mn
Capitulo Il. Marco Tedérico IREERIERIA

2.2.9 METODO DE OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL:

Dado a que los aceites esenciales son mezclas complejas formadas por muchas
sustancias, el método utilizado puede influir en la calidad y en la composicion del
producto obtenido, al menos dentro de un margen. Esto hace que el perfil
aromatico del aceite esencial varie dependiendo del método empleado en su
obtencion (Ortufio, 2006).

e [Extraccion por arrastre por vapor.

Es el método mas utilizado. Se genera vapor normalmente en un hervidor y luego
se inyecta al destilador por donde pasa a través del material botanico. El principio
basico de la destilacion de dos liquidos heterogéneos, como el agua y un aceite
esencial, es que cada uno ejerce su propia presion de vapor como si el otro
componente estuviera ausente. Cuando las presiones de vapor combinadas
alcanzan la presion del recinto, la mezcla hierve. Aceites esenciales con puntos de
ebullicibn de hasta 300 °C, evaporan a temperaturas cercanas al punto de
ebullicibn mas alto que el agua (177.77°C). El vapor y el aceite esencial son
condensados y separados.

Los aceites esenciales producidos de esta forma son, frecuentemente, diferentes
al aceite original encontrado en el material botanico en varios aspectos y suelen
utilizarse en manufactura de pinturas, gomas y productos textiles. Algunos
guimicos, no volatiles en el vapor, quedan en el destilador, estos compuestos no
volatiles se pierden en la destilacion. Ademas el proceso en si puede inducir

cambios quimicos, como la oxidacién o hidrdélisis (Sanchez, 2006).

e Fluidos supercriticos
En 1869 Thomas Andrews (1813-1885) realizd un estudio sisteméatico del equilibrio
de fases del dioxido de carbono. Sus experimentos demostraron que la zona de

equilibrio liquido-vapor disminuye a medida que aumenta la presién hasta que
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ambas se encuentran en un punto caracteristico de cada sustancia, denominado

punto critico (Espinosa, 2001).
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Figura 2.8. Superficie PVT de una Sustancia Pura
Fuente: Espinosa (2001)

La figura 2.8 es la representacion grafica de todos los estados de equilibrios
posibles de una sustancia pura. El punto C es el punto critico de la
sustancia(Espinosa, 2001).

El punto critico se define como latemperaturay la presion a la cual el gas
y el liquido son indistinguibles (Palomino, 2003) Como podemos ver en la
figura 2.9, cuando un fluido se somete a condiciones por encima de su punto
critico, se encuentra en estado supercritico y se conoce como un fluido

supercritico, es decir, un fluido supercritico es cualquier sustancia cuya
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temperatura y presién son mas altas que sus valores criticos y su densidad

aproximada o mayor que su densidad critica (Espinosa, 2001). En estas
condiciones, varias propiedades del fluido se encuentran entre el gasy el
liqguido. La densidad de un fluido supercritico es similar a la del liquido y su
viscosidad es similar a la del gas (Herrero et al., 2006).

Solid -
Region - Liquid Supercritical
" & Region Fluid Region
= E
- [}
W c
= 2
[
= Critical ; o
Prassurs Wapourisation Curve Critical
Foint
ol Vapour
Sublimatian C riple i
ublimatian Curve PDIi::-II Critical REQIDH
Temnleralute
Temperature
Figura 2.9. Diagrama Teorico de Fases de Compuestos Puros.
Fuente: Imison and Unthank (2000)
TABLA 2.2.
VALORES CRITICOS DE ALGUNOS FLUIDOS
Compuesto Peso Molecular ( g/ mol) Te(K) Pe(bar) ve(em'/mol)
Agua 18.02 647.1 220,55 559
Dimetil éter 42.00 400.0 5240 178.0
Didxido de Carbono 44.01 3042 73.83 940
Etano 30.07 3053 4872 145.5
Etanol 46.07 5139 6148 167.0
Etil acetato 88.11 5233 IR 80 286.0
Etleno 28.05 282.3 5040 131.0
n-Hexano 86.00 507.5 30.1 368.2
Propano 44.10 3698 4248 200.0

Fuente:Espinosa (2001)

36



@ﬁc&mn
Capitulo Il. Marco Tedérico IREERIERIA

Al presentar el fluido supercritico propiedades intermedias entre el gas y
el liquido, este tiene gran capacidad dedisolver compuestos que
normalmente no disolveria o disolveria muy poco en el estado liquido o
gaseoso. El poder de disolucion de un fluido supercritico varia con su
densidad, la cual puede ser alta como el liquido o baja como el gas,
dependiendo de pequefias variaciones en la presibn o en la
temperatura(Raventdset al., 2002). En la TABLA 2.3 se muestra las propiedades

fisicas medias de gases, fluidos supercriticos y liquidos.

TABLA 2.3.
PROPIEDADES FISICAS MEDIAS DE GASES, FLUIDOS SUPERCRITICOS Y
LIQUIDOS
Estado del fluido densidad viscosidad  difusividad
(g/cm”) (g/cm.s)  (em/s)
Gas, | bar 107 107 0.2
SCF (T, P.) 0.3 104 0.7 10°

Liquido 1 107 107

Fuente:Espinosa (2001)
Este tipo de fluidos presentan una gran capacidad de extraccion, debido a
gue la acumulacion de moléculas alrededordel soluto se produce en su
maximo grado cuando las densidades son lo suficientemente bajas como
para que predominen los efectos atractivos, ya que las moléculas no sufren
exclusion debido a la existencia de mucho espacio libre entre ellas (Fernandez y
Fernandez, 1997).

Uno de los fluidos supercriticos masutilizados en la extraccién de compuestos
es el dioxido de carbono, debido aque presenta ventajas comparativas,
como su bajo costo, facil obtencion, propiedades criticas bajas (7,38MPa,

31,06 °C) (Gallego y Castafieda, 2004); adicionalmente, también se utiliza el
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aguaen estado supercritico para la extraccion de compuestos (Guerrero et al.,
2003).

Otras propiedades relacionadas con la utilizacion de fluidos supercriticos en
procesos de extraccidén son: la baja temperatura de extraccién, su selectividad
para disolver y extraer clases seleccionadas de compuestos y que los productos
finales sin residuos de solventes debido a que con solo modificar la temperatura
y/o presion de operacion puede separase los componentes deseados de la mezcla
extraido por el fluido supercritico. Resultando asi productos de alta calidad, sin
degradacion de sus componentes y libre de solventes (Espinosa, 2001).

e Extraccion por medio de fluidos supercriticos

La extraccion supercritica es una operacion unitaria de transferencia de masa
gque se efectia por encima del punto supercritico del solvente; esta
extraccion permite controlar y manipular propiedades tales como la difusividad,
viscosidad y densidad del fluido mediante pequefios cambios de presion vy
temperatura, lo que conlleva a una variaciéon en la selectividad y el poder de
solvencia de este (Gallego y Castafieda, 2003).

La extracciéon con fluido supercritico es una técnica de separacion de sustancias
disueltas o incluidas en una matriz, basada fundamentalmente en la capacidad
gue tienen determinados fluidos en estado supercritico de modificar su poder
disolvente(Bandoni, 2000). La extraccion con fluidos supercriticos puede ser
realizada en dos modos de operacion: extraccion selectiva o separacion
selectiva. La primera envuelve la capacidad de solvatacion del fluido utilizado
en la extraccion por medio de la manipulacion de las condiciones de
temperatura y presion y/o modificando la naturaleza quimica del solvente con la
adicion de un co-solvente. En el segundo método de operacién, una separacion
selectiva se obtiene por medio de la despresurizacibn o de un calentamiento o
enfriamiento gradual del sustrato, permitiendo con esto un fraccionamiento

controlado de los productos por extraer (Mohamed, 1997).
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El proceso de extraccion mediante fluidos supercriticos cuenta con cuatro

etapas basicas indispensables que son:

Etapa de ajuste de temperatura: Remocion o adicion de energia
térmica ya sea con un intercambiador de calor, bafios térmicos o
resistencias eléctricas, para llevar el fluido comprimido a la temperatura de
extracciéon requerida.

Etapa de presurizacién: con el fin de alcanzar la presion necesaria del
solvente para la extraccion que se requiere ya sea por medio de un
compresor o de una bomba.

Etapa de extraccion: Es llevada a cabo en un recipiente extractor a alta
presion, el cual contiene la matriz que serd procesada. En esta etapa,
el fluido entra en contacto con la matriz y arrastra el soluto deseado.

Etapa de separacion: Es mediante la cual se separa la sustancia extraida
del solvente (Gallego y Castafieda, 2004).
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Figura 2.10. Unidad de extraccion de aceites de nueces.
Fuente: Alexander et al. (1997)
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La separacion del compuesto extraido del solvente se puede lograr mediante
cambios en la temperatura o presion, generando de esta manera que el
compuesto extraido pierda su solubilidad en el solvente y se separe; otro
método de separacién del compuesto extraido es lavar el solvente para
separar el compuesto de interés (Rozzi and Singh, 2002)

En este tipo de extraccion, es muy importante controlar los parametros
de presion, temperatura y flujo del solvente, ya que son los que van a determinar
cual es el compuesto que se va a extraer, al modificar estos paradmetros, se
modifica la selectividad del solvente. El uso de fluidos supercriticos para realizar
extraccion tiene varias ventajas sobre los métodos tradicionales de extraccion,
ya que los solventes utilizados como el CO, presentan las siguientes
caracteristicas:
e Son amigos del ambiente, por lo que no se genera contaminacién en el
proceso.
e No son téxicos en las cantidades utilizadas
¢ No se inflaman.
e Hay gran disponibilidad de ellos.
e Son baratos en grados de pureza elevada.
e No son necesarios procesos de limpieza subsecuentes.
e Son practicamente inertes desde el punto de vista quimico.
e Se separan facilmente del producto que se queria extraer.
e Se pueden utilizar en un rango amplio de temperaturas, variando de esta
manera la selectividad.
e EI oxigeno puede ser liberado facilmente de la matriz del producto
para evitar oxidaciones de los compuestos (Bernardo-Gil et al., 2002).
e Tiene un mayor coeficiente de difusion y una menor viscosidad que
los liquidos.
e La ausencia de tension superficial permite una rapida penetracion en los

poros de matrices heterogéneas, lo que incrementa la eficiencia.

40



@ﬁc&mn
Capitulo Il. Marco Tedérico IREERIERIA

La selectividad puede ser manipulada durante la extraccion, variando los
parametros de presién y temperatura ya que esto afecta la solubilidad de
los compuestos.

El solvente puede ser reciclado de una parte del proceso y ser

utilizado nuevamente (Rozzi and Singh, 2002).

Debido a estas razones, se esta popularizando el uso de estos compuestos, pero,

a pesar de todas las ventajas que enumeramos anteriormente, también presentan

algunas desventajas, como son:

El equilibrio de fases entre el soluto y el solvente puede ser muy complejo.
Disuelve pocos compuestos no polares.

El uso de co-solventes puede alterar la polaridad del CO,, pero a la
vez estos co-solventes pueden quedar en el extracto, requiriendo una
operacion de separacion posterior.

Las altas presiones dificultan la adicién continua de sélidos al extracto.

Los costos de operacion son elevados. (Bernardo-Gil et al., 2002).

Algunas aplicaciones de la extraccion con fluido supercritico:

Obtencién de café y té sin cafeina

Refinacion de aceites

Recuperaciéon de sabores de especies

Obtencion de bebidas sin alcohol

Productos animales sin colesterol y aceites de semillas
Produccion del aceite y la proteina del germen de trigo
Tratamientos de hidrocarburos pesados

Regeneracion de carbon activado

Cromatografia de fluidos supercriticos

Fragancias, aromas y perfumes

Antioxidantes de materiales vegetales

Colores de alimentos pesticidas botanicos naturales (Mukhopadhyay,
2000).
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CAPITULO IIL.

MARCO METODOLOGICO

En este capitulo se presentan de forma detallada los pasos de la metodologia

empleada para alcanzar los objetivos planteados en esta investigacion.
3.1. DISENO DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion es de tipo experimental, los datos se manejan de forma
cualitativa y cuantitativa buscando conocer el comportamiento de las variables
dependiendo de su naturaleza, haciendo pruebas continuas de laboratorio, de
este modo se suscitaran eventos sustentados en la concurrencia de las
variables involucradas por efecto de la causalidad, por lo cual se aplicé una
metodologia experimental basada en el comportamiento de una variable mediante

el conocimiento de otra variable relacionada (Saldafio, 2009).

En cuanto a la estrategia metodoldgica, la investigacion que se desarrollo es de
tipo mixta, debido a que la investigacion se dio en fases, comenzando por una
revision bibliografica donde se conocieron las mejores condiciones de operacion
de los equipos para realizar la extraccién del aceite esencial por dos métodos ,
donde se compard los rendimientos y se determiné la composicién quimica de los
aceites extraidos para cerrar la investigacién se realiz6 un analisis comparativo
del aceite esencial del limon Eureka con las muestras de aceite esencial de limén

persa y limén criollo (Zorrilla , 1993).
3.2. LUGAR DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion se realizo en el Centro de Investigaciones Quimicas (CIQ),en
el Laboratorio de Extraccidén adscrito a la linea de investigacion de extraccion con
Fluidos Supercriticos, ubicado en la Facultad de Ingenieria de la Universidad de

Carabobo.
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3.3. MATERIALES Y EQUIPOS

3.3.1. MATERIA PRIMA

La materia prima empleada para esta investigacion fue el limén Eureka, un
frutode tamafio medio, de color amarillo, de forma eliptica u ovoide, es una

variedad con semillas y con mucho zumao.
3.3.2. EQUIPOS DE EXTRACCION
Equipo de extraccion supercritico

Para obtener el aceite esencial del limon Eureka con CO, supercritico se usé un
equipo de extraccion a escala de Laboratorio (AppliedSeparationsSpeed), el cual
trabaja con diéxido de Carbono liquido (CO,). El cual estd conformado por cuatro

modulos que se especifican a continuacion (Figura 3.1):

El médulo de la Bomba de alta presion.
El modulo del horno.

El médulo de descarga.

0N PE

El mdédulo de recoleccidn.

Figura 3.1. Equipo de fluido supercritico
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Ademas cuenta con un sistema de enfriamiento y un compresor, el compresor se
encarga de suministrar aire a una presién maxima de 125 psig alimentando a un
cilindro de aproximadamente 1200 cm® de capacidad llamado cilindro pulmén,
luego de su llenado automéaticamente se apaga el compresor, cuando la presion
comienza a descender hasta llegar a 75 psi comienza a funcionar hasta reponer
nuevamente la presion. La méxima presion del médulo de la bomba de alta
presion es 690 bar, esta es alimentada con el aire comprimido proveniente del
tanque pulmon, para comprimir este aire se utiliza diéxido de carbono el cual esta
conectado al modulo de la bomba de alta presion, también posee una valvula que
regula la presion de aire alimentado, estos niveles podran ser visualizados en el
indicador digital donde se indica la presion del diéxido de carbono y la presion

del aire.

También esta conectado al médulo de la bomba de alta presion el sistema de
refrigeracion, este retira el calor que se produce durante la compresion del didxido
de carbono mediante la recirculacion de un liquido refrigerante a través de la
bomba de alta presion. El modulo del horno esta compuesto por un recipiente
extractor de acero inoxidable de 1 litro de capacidad, el cual soporta una presion
de 1000 psi, este cilindro esta conectado por la parte superior con el sistema de
recoleccion y descarga y por la parte inferior con las tuberias de la bomba de alta

presion.

El modulo de recoleccion y descarga estd conformado por dos valvulas
micrométricas independientes las cuales regulan el flujo de CO, que sale por el
cilindro de extraccion hasta un maximo de 5 L/min. El equipo de
extraccionsupercritica puede ser operado de dos formas, mediante una extraccion
estatica en la cual el fluido supercritico se mantiene en contacto con la muestra
por cierto tiempo (tiempo de extraccion estatica) o mediante extraccién dinamica
en la cual el fluido supercritico fluye continuamente dentro del cilindro pasando

por la muestra durante un cierto tiempo.
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Equipo de extraccion por arrastre a vapor

La extraccion por arrastre de vapor de agua es uno de los principales procesos
utilizados para la extraccion de aceites esenciales, en esta investigacion se
realizé la extraccion por arrastre a vapor en un equipo de destilacion modificado,
ubicado en el Centro de Investigaciones Quimicas de la Universidad de Carabobo.
Este equipo tiene como componentes principales, un recipiente comercial con una
capacidad de 6 L, una columna de Clevenger, una rejilla metélica interior, un
condensador vertical, una plancha de calentamiento, accesorios para conexion
con bafo refrigerante-circulante como se puede observar a continuacién (Figura
3.2).

Figura 3.2. Equipo de Arrastre por vapor
Cromatodgrafo de gases
El equipo utilizado es un cromatografia de gases (CG), Modelo Agilent

Technologies 7890A, equipado con un espectrometro de masa (EM) selectivo
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6975 C VMLD A. El gas portador o gas de arrastre empleado helio de alta pureza
con un flujo de 0,5 a 1 micro litro, modo de inyeccion sin division (splitless). El
equipo se encuentra ubicado en el Laboratorio del Centro de Investigaciones de

Quimica en la Universidad de Carabobo.
3.4, DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

3.4.1. EVALUACION LAS CONDICIONES DE OPERACION PARA LA
EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON EUREKA MEDIANTE Y
ARRASTRE POR VAPOR Y FLUIDO SUPERCRITICO

3.4.1.1.SELECCION DE LA MATERIA PRIMA

Para seleccionarla materia prima se realiz6 una investigacion documental y
bibliografica preliminar, para conocer en primera instancia la ubicacion de la
misma , encontrdndose a nivel nacional en los estados : Aragua ( Villa de Cura),
Carabobo (Belén) y Mérida, limitAndonos a los Estados de la Region Central por
la factibilidad en las fases de busqueda y recoleccion del Limén Eureka, para la
seleccidn final se hizo un estudio entre los Estados Aragua y Carabobo basandose
Gnicamente en la disponibilidad y abundancia de la materia prima, de tal modo
que se seleccioné como materia prima el Limén Eureka ubicado en el estado
Aragua, especificamente en el Municipio Zamora. Se tomaron 265 limones

completamente amarillos sin magulladuras, para un total de 3,785 g de cascara.

3.4.1.2. SELECCIONDEL DISENO EXPERIMENTAL PARA LA EXTRACCION
DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON EUREKA POR FLUIDO SUPERCRITICO Y
ARRASTRE POR VAPOR.

Para la seleccion del disefio experimental se requirid0 de una investigacion
exhaustiva sobre la extraccion con fluido supercritico y extraccion con arrastre por

vapor, para esto es necesario conocer el tipo de extraccion que se va a realizar.

Existen tres formas de realizar la extraccion con fluido supercritico las cuales son:
dinamica, estatica y estatica-dindmica. En la extraccion dinamica se recolecta el
producto de interés a una presion constante. En la extraccion estaticase involucra

una variable de tiempo denominado tiempo estético, el cual, es el tiempo en que
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ha estado en contacto la muestra problema con el solvente extractor, en esta
extraccion se recolecta el producto inmediatamente después que el solvente
extractor Diéxido de Carbono (CO;) ha estado en contacto con la muestra
problema durante un tiempo determinado (tiempo estatico). La extraccion
Estética- Dindmica es aquella donde el solvente extractor alcanza las condiciones
de operacién, permanece en contacto con la muestra durante un tiempo estatico y
la extraccion finaliza en el tiempo estipulado de extraccion  (tiempo

dindmico)(Fernandez y Manosalva, 2009;Matute y Quiroga, 2003).

También fue necesario conocer las posibles variables a manipular basandonos
en investigaciones anteriores de extraccion de aceites esenciales empleando
fluidos supercriticos, encontrando asi las siguientes: Flujo de solvente extractor
(velocidad de transporte del diéxido de Carbono supercritico durante la extracciéon
en Litros/min), Presion de Operacion (presion a la cual se debe mantener el fluido
supercritico para cumplir con el proceso de extraccién en bar), temperatura de
operacion del Horno(temperatura existente en el recipiente de extraccién, esta
variable debe permanecer constante, debido a que los aceites esenciales poseen
en su mayoria componentes volatiles por lo cual la temperatura dentro del horno
deben ser bajas y cercanas a la critica, en grados Celsius), temperatura del
moédulo de extraccion (es la temperatura mediante el cual se controla la
disminuciébn de compuestos viscosos en el médulo de descargas, en grados
Celsius ), tiempo de Permanencia , Estatico o de Equilibrio ( tiempo en el que
permanece en contacto el solvente extractor y la muestra problema luego de
alcanzarse las condiciones de operacion, en minutos),Tiempo de extraccion
Dinamico (tiempo estipulado desde que se abre la valvula de descarga hasta que
se finaliza la recoleccion del extracto, en minutos)(Fernandez y Manosalva,
2009;Matute y Quiroga, 2003).

Luego de conocer los formas de extraccion con fluido supercritico y se conocieron
e identificaron las variables involucradas, se decidié que la manera en que se
realizaria la extraccion seria de manera Estatica- Dinamica, ya que esta asegura

obtener la mayor cantidad posible de aceite esencial, sin dejar de lado el solvente

47



§ @uﬂ%rm
=¥ Capitulo Ill. Marco Metodolégico e

extractor debe permanecer por encima de las condiciones criticas, en este caso se
us6 como solvente extractor CO, donde la temperatura debe mantenerse por
encima de 31°C y de una presion 73,86 bar para realizar la extraccion, las
variables que se van a manipular son: presion, tiempo estatico y el tiempo

dinamico , dejando como variables fijas temperatura de extraccion y caudal.

Para finalizar mediante un estudio y consulta bibliografica de disefios
experimentales, se utilizd6 el disefio experimental de tipo factorial, el cual se
efectud en dos niveles, donde se evaluaron las tres variables seleccionadas
anteriormente ( presion de operacion, tiempo estéatico, tiempo dinamico), de este
modo se tiene un disefio factorial de 2° para un total de 8 experimento mas sus
respectivas replicas para un total de 16 experimentos (Fernandez y Manosalva,
2009;Matute y Quiroga, 2003). Este mismo disefio se empled para el método de
extraccion por arrastre de vapor seleccionando las variables a manipular (tamafio

de particula, cantidad de muestra, tiempo de extraccion).

Una vez culminada la investigacién se seleccionaron los factores y niveles con
los cuales se realiz6 el disefio factorial tanto para fluido supercritico como para

arrastre por vapor, como se puede ver en las TABLAS 3.1y 3.2.

TABLA 3.1RANGOS DE OPERACION ESTABLECIDOS PARA EL DISENO
EXPERIMENTAL 22 ARRASTRE POR VAPOR

Nivel bajo (-) | Nivel alto Variable de
Factores (+) respuesta
Cantidad de masa 20 115
(cm ,9)
Tiempo extraccion 25 35
(te, min) Rendimiento
Tamafio particula 0,85 2
(tp,mm)
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TABLA 3.2RANGOS DE OPERACION ESTABLECIDOS PARA EL DISENO
EXPERIMENTAL 2% MEDIANTE FLUIDO SUPERCRITICO

Nivel bajo (-) Nivel alto (+) Variable de
Factores respuesta
Presion 100 120
(P,bar)
Tiempo estatico 20 30 Rendimiento
(te, min)
Tiempo dinamico 10 20
(td,min)

3.4.1.3. PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL
DEL LIMON EUREKA MEDIANTE FLUIDO SUPERCRITICO Y ARRASTRE POR
VAPOR.

A. Extraccion mediante fluido supercritico

v' Preparacién de la muestra
Se quitd la piel del limén vy se corté finamente, luego se pesd la cantidad de
muestra a utilizar, partiendo de una muestra de 60 g .Dado el impedimento de
obtener un tamafio uniforme para todas las particulas debido a la inconsistencia y
delgadez estas se someten a una molienda y se tamizan para obtener un
tamafio de particula no superior a 2mm? para realizar la extraccién del aceite
esencial con fluido supercritico (Guillen y Hernandez, 2003;Matute y Quiroga,
2003).

v' Método operacional

La muestra ya preparada, se peso (60 g) y se introdujo en el cilindro extractor
que se encuentra en Figura 3.3, en el siguiente orden: guata, 180 metras de

relleno, nuevamente guata y sobre esta Ultima se colocé la muestra que finalmente

49



g @u&rm
> Capitulo Ill. Marco Metodoldgico e

fue cubierta con una delgada capa de guata para proceder al cierre del cilindro
(Guillen y Hernandez, 2003;Matute y Quiroga, 2003).

Una vez que se verifico la temperatura del bafio de enfriamiento que se
encontraba por debajo de 0 ° C, se introdujo el cilindro extractor dentro del horno
del equipo de extraccionconectandose las tuberias de entrada y salida de CO;
asegurando dichas conexiones con teflén para verificar la inexistencia de fugas, se
introdujo la termocupla en el orificio superior del cilindro extractor, finalmente se
cerrd la compuerta del horno de extraccion, se colocé en posicidn de encendido
el interruptor principal S-5, asi como se ajusto la temperatura del horno y de la
valvula micrométrica a las condiciones deseadas, una vez alcanzadas se inicio el
proceso de extraccion, con los tiempos estatico y dinamico seleccionados en el
disefio factorial (Guillen y Herndndez, 2003;Matute y Quiroga, 2003).

Terminado el proceso de extraccion el aceite extraido fue recolectado en un
recipiente que se encontraba recubierto con una malla metalica sujeto fuertemente
en la descarga del equipo de extraccion, que ya habia sido pre-pesado, sumergido
en un bano refrigerante de agua con sal, terminada la extraccion este se volvi6 a

pesar (Ver apéndice C)(Guillen y Hernandez, 2003;Matute y Quiroga, 2003).
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Figura 3.3. Diagrama de tuberias e instrumentacion del equipo de extraccion con fluido supercritico.
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B. Extraccion mediante arrastre por vapor

v Preparacion de la muestra
Se quitd la piel del limén y se corté finamente, luego se pesé la cantidad de
muestra a utilizar, partiendo de 90 g tomando en cuenta que la cantidad de masa
es una de las variables a manipular. Dado el impedimento de obtener un tamafo
uniforme para todas las particulas debido a la inconsistencia y delgadez estas se
someten a una molienda y se tamizan para obtener un tamafio de particula entre
2 mm?y 0,85 mm? para cada experimento respectivo (Guillen y Hernandez, 2003;
Pérez, 2011; Escobar, 2011).

v' Método operacional

En primera instancia se encendio el bafio refrigerante — circulante hasta obtener
una temperatura inferior a los 0° C, seguidamente se agregaron 2 litros de agua
al recipiente de acero inoxidable (Figura 3.4), se introdujo la rejilla metalica y sobre
esta una capa delgada de guata, en la cual se coloco la muestra ya preparada y
pre-pesada, se cerrd el recipiente de acero inoxidable (Guillen y Hernandez,
2003; Pérez, 2011; Escobar , 2011).

Una vez cerrado se colocé sobre la plancha de calentamiento, acoplandolo con la

trampa Clevenger, la cual tenia en su otro extremo un condensador vertical, este
condensador al igual que la trampa Clevenger estaba acoplado por mangueras de
entrada y salida con el bafio refrigerante —circulante, también se coloc6 un
termémetro para verificar la temperatura en el recipiente(Guillen y Hernandez,
2003; Pérez, 2011; Escobar, 2011).

Luego de realizado el montaje, se procedi6 a encender la plancha de
calentamiento para generar vapor, una vez iniciada la condensacion y pasado el
tiempo de extraccidn establecido en el disefio factorial, se extrajo la parte
organica, mediante un proceso de decantacién, esta se introdujo en un envase
recolector donde se le afadi0 sulfato de sodio anhidrido para eliminar el
remanente de agua que quedo luego de la decantacion, el aceite extraido fue

trasvasado a un envase que ya habia sido pre-pesado, y contenia un cristal de
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butilhidroxitolueno para evitar la oxidacion del mismo, finalmente fue pesado el
envase recolector con el aceite (Ver apéndice C) (Guillen y Hernandez, 2003;
Pérez, 2011; Escobar , 2011).

<—
Entradas y = Condensador
salidas de vertical
refrigerante A
—> _; "
.:.: %
i- ) '"““““*-::-] | Termémetro
e 0
Trampa - t
| -
Clevenger y:
! A
—
Recipiente de B eRaaRRSEISIifassiisssmases
acero
inoxidable
Plancha de
calentamiento

Figura3.4. Diagrama del Equipo de arrastre por vapor(Pérez, 2011).

3.4.2. SELECCION DE LAS MEJORES CONDICIONES DE OPERACION
MEDIANTE METODOS ESTADISTICOS.

A. Determinacion del rendimiento
Una vez realizada la extraccion, fue necesario conocer cada uno de los
rendimientos de dichos procesos. Para ello se plantearon los siguientes
pasos:Pesar la cantidad de materia prima a utilizar en una balanza electronica,
seguidamente realizar la extraccidon para el limon Eureka, finalmente calcular el
rendimiento en cada corrida. EI modelo matematico empleado para ello fue el

siguiente:
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% Rend: mee' mev X 100

My
(Garnizoet al., 2001) ()
Donde:
% Rend: Porcentaje de rendimiento de la extraccion (%)
Mee: Masa del envase recolector con extracto (Q)
Mey: Masa del envase recolector vacio (g)
my: Masa de la muestra (g)

Se calculéo el promedio de los rendimientos de cada muestra con sus

respectivas replicas. Para ello se empleé la siguiente ecuacion:

% Rend=% % Rend;

n
(Garnizoet al., 2001) (2)

Donde:

%X%Rend: Porcentaje promedio del rendimiento de la extraccion (%)

% Rend;: Porcentaje de rendimiento de la extraccion de cada corrida (%)

n: Numero de corridas por muestra (adim)

Una vez calculado el rendimiento se procede a introducirlos en la herramienta

estadistica.

B. Analisis estadisticos obtenidos a través del disefio experimental
Luego de realizar las 16 experimentos correspondientes al disefio factorial
2%TABLA 4.1)se procede a analizar dichos datos, esto mediante una
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herramienta estadistica correspondiente al programa statgraphics plusel cual
realiza un analisis de varianza (ANOVA), que determina la influencia de tres
variables estudiadas independientes y combinadas, para ello se analizan los
graficos estadistico que este genera , donde se aprecian los aspectos que
influyen en el rendimiento de la extraccion , dando a conocer las variables més

influyentes en el proceso de extraccion.

Para el método de arrastre se aplicaron dos métodos estadisticos adicionales, el
SNK (Student-Newman-Keuls) para esto se procedidé al calculo de las medias,
una vez calculadas, se compararon las medias mas distantes , luego se verifico
que la diferencias de las medias fuesen mayor que el n/k (Apéndice A) , lo que
indicaria que la diferencia es significativa, por o que seconoceria si las variables
son influyentes en el proceso. Asi mismo el método de MDS (minima diferencia
significativa) se calcula el MDSa (Apéndice A), para luego calcular el valor
absoluto de las diferencia de los promedios Yy realizar las comparaciones con el
MDSaq, si estas fuesen mayores que el MDSa las variables seran influyentes en

proceso de extraccion con arrastre por vapor.

C. Determinacién de las mejores condiciones de operacién para la

extraccion con fluido supercritico y arrastre por vapor

Una vez conocida las variables mas influyentes en el proceso de extraccion del
aceite esencial de limén Eureka, se utilizdé el método estadistico de superficie de
respuesta con la finalidad de obtener los valores donde el rendimiento de la
extraccibn de la esencia del limén es mayor(TABLA 4.2), involucrando las
variables mas influyentes en tres niveles: uno bajo , un punto central y uno alto,

lo que implica un total de 11 experimentos(Guillen y Hernandez, 2003).

Se seleccionaron los niveles tomando en cuenta el rendimiento obtenido para las
dos variables mas influyentes, introducidas en la ecuacion de rendimiento
generada por el programa de anélisis del disefio 2° (Guillen y Hernandez, 2003).
Luego de obtener los rendimientos tedricos, se seleccionaron los tres niveles

(alto, medio, bajo) donde las variables se hacian mayores. De este modo se
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encontraron las mejores condiciones de operacion para el proceso de extraccion,
comparando los rendimientos tedricos obtenidos a través del programa con los

rendimientos experimentales.

3.4.3. EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON EUREKA MEDIANTE
ARRASTRE POR VAPOR Y FLUIDO SUPERCRITICO.

Se realiza la extraccion por ambos métodos del aceite esencial del limén
eureka, aplicando la metodologia anteriormente descrita en el Apéndice C
respectivamente para cada método, tomando en cuenta las mejores condiciones
de operacién obtenidas a través del analisis estadistico. Para ello se realizé un

experimento para cada método de extraccion.
3.4.4IDENTIFICACION MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GAS

El principio basico de la cromatografia consiste en una distribucion desigual entre
dos fases: estacionaria y movil de un determinado compuesto. Esto permite
separar de una mezcla en sus componentes de acuerdo a sus diferentes

distribuciones en un sistema de dos fases dado (Marcano y Hasegawa, 2002).

Para identificar los componentes principales del aceite esencial de limoén eureka se
realiz6 un analisis cromatografico de las muestras obtenidas a través de la
extraccidon por los métodos de fluido supercritico y arrastre por vapor, para llevar a
cabo esta identificacion serd necesario analizar las muestras en el cromatégrafo
de gases acoplado a un detector de masa con una rampa de temperatura de 80 °C
por cinco minutos y programada de 10 °C/min hasta 250 °C/min , deteniéndose

en esta Ultima temperatura a los 25 min (Fernandez y Manosalva, 2009).

La identificacion de los compuestos se realizd inyectando las muestras e
identificando los componentes segun su tiempo de retencidbn comparando con la
libreria que contiene el cromatdgrafo; dicho analisis proporcionara la composicion
relativa de cada uno de los componentes presente en el aceite esencial de limon
Eureka (TABLA 4.4) (Espinoza, 2001; Marcano y Hasegawa, 2002).
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3.4.5 COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS DEL ACEITE ESENCIAL
EXTRAIDO CON OTRAS VARIEDADES DEL LIMON.

Una vez realizada la extraccion e identificado cada uno de los componentes del
aceite esencial de limon Eureka, se procedid a realizar una matriz comparativa
con las otra variedades de limén obtenidas a través de trabajos bibliograficos
donde se pueden observar sus semejanzas y diferencias en cuanto a su
composicién (TABLA 4.5).

Luego de obtener la matriz comparativa, se buscd en base a las caracteristicas
de sus componentes, las posibles aplicaciones del aceite esencial del limén
Eureka, con la finalidad de ser utilizado en la fabricacién de productos quimicos y

alimenticios.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En esta seccidn se presenta de manera detallada los resultados objetivos y el
andlisis de los mismos en base a los conocimientos adquiridos durante el
desarrollo experimental del presente trabajo de investigacién, para demostrar los
objetivos planteados.

4.1 EVALUAR LAS CONDICIONES DE OPERACION PARA LA EXTRACCION

DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON EUREKA

Para evaluar las condiciones de operacién durante el proceso de extraccion del
aceite esencial del limén eureka por el método de arrastre por vapor y fluido
supercritico, se identificaron las variables a manipular, ademas de sus rangos de

operacion.

Los valores que se establecieron para estas variables en el proceso de
extraccion del aceite esencial del limén fueron: para arrastre con vapor: cantidad
de muestra entre 90 y 15 g, tiempo de extraccién de 25 y 35 min y tamafio de
particula entre 0,85 y 2 mm. Estos rangos se seleccionaron a través de pruebas
preliminares. Para fluidos supercritico se establecieron rangos basado en trabajos
de investigacion anteriores (Manosalva y Fernandez, 2009). Donde la presién
estaba entre 100 y 120 bar, tiempo estatico entre 20 y 30 min y tiempo dindmico
10-20 min, estos rangos arrojaron en la investigacion la mejor condicion para la
extraccidén con una presion de 108,3 bar, un tiempo estatico de 18 min y un tiempo
dindmico de 15 min, por tal motivo se decidi6 trabajar con los mismos ya que

abarca la zona donde las condiciones son mas favorables.

Los valores de las variables fijas durante los procesos de extraccion para fluido
supercritico fueron: para la temperatura de operacion del vaso presurizado igual a
40°C debido a que muchos de los componentes del limon son volatiles y muy
sensibles, pueden volatilizarse o descomponerse, el flujo se fij6 en 2,5 L/min
debido a las limitaciones del equipo, se hace dificil la manipulacion del rotametro

es inestable y lecturas mayores sube bruscamente creando malas lecturas , en
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cuanto al médulo de extraccion se fijo en 100 °C, esto motivado a que las
tuberias tienden a obstruirse por congelacion del diéxido de carbono (CO;) a

menores temperaturas (Manosalva y Fernandez, 2009).

Posteriormente se llevo a cabo la evaluacion de las condiciones de operacion,
se desarrollé el disefio experimental seleccionado (seccion 3.4.1.2), para ello se
realizaron 8 experimentos con sus respectivas replicas para un total de 16
experimentos. En el proceso de arrastre por vapor se obtuvieron los siguientes
resultados (TABLA 4.1), rendimientos comprendidos entre 0,3 y 0,8 %, este
disefio servird de sustento para futuros trabajos de investigacion, ya que no se
poseen referencias ni trabajos anteriores que hayan aplicado un disefio

experimental este método de extraccion.

TABLA 4.1

RESULTADOS DEL DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL 2° PARA
ARRASTRE POR VAPOR

Cantidad de Tiempo Tamafo de Rendimiento
NO muestra Extraccion Particula (%R+0,002)%
(Mm=0,001)g (Tex0,01)min (Tm+0,01)mm
1 90,000 25,00 2,00 0,792
2 115,000 25,00 2,00 0,529
3 90,000 35,00 2,00 0,622
4 115,000 35,00 2,00 0,516
5 90,000 25,00 0,85 0,429
6 115,000 25,00 0,85 0,389
7 90,000 35,00 0,85 0,534
8 115,000 35,00 0,85 0,486

Donde: presion = presion ambiente

Para fluido supercritico con CO,, se obtuvieron rendimientos entre 0,06 y 0,4 %
(TABLA 4.2), lo cual fue un rendimiento aceptable en comparacién con las
investigaciones anteriores realizadas con este mismo equipo. En la cual se
realizo un disefio experimental factorial para la extraccion con CO, a partir de la
pifia y obtuvieron rendimientos entre 0,1y 0,3 % (Guillen y Hernandez, 2003),
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por otro lado Fernandez y Manosalva (2009), trabajaron con la variedad de
limoén Persa y obtuvieron rendimientos entre 0,09 y 0,3 %, estos valores se
asemejan a la investigacion, sin embargo estos se encuentran en su mayoria por
encima del limite superior de ambos, esto puede deberse a diversos factores
como: la variedad del fruto, el nivel de maduracion del fruto, asi como

lascondiciones actuales del equipo de extraccion.
TABLA 4.2

RESULTADOS DEL DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL 23 PARA FLUIDOS
SUPERCRITICOS

Presién Tiempo Tiempo Dindmico Rendimiento

Ne (P+0,1)bar Estético (Te+0,01)min (%R+0,002)%
(Tex0,01)min

1 100,00 30,00 10,00 0,218
2 120,00 30,00 10,00 0,156
3 120,00 30,00 20,00 0,268
4 100,00 30,00 20,00 0,285
> 120,00 20,00 10,00 0,337
6 120,00 20,00 20,00 0,068
7 100,00 20,00 20,00 0,082
8 100,00 20,00 10,00 0,442

Donde: temperatura de extraccion T= (40,1 +0,1) ° C, caudal de CO,= (2,5£0.1) L/min

Una vez realizado el disefio experimental factorial 2°, se realizé6 un anélisis de
varianza con el fin de poder determinar la influencia de las variables principales
dentro de ambos procesos de extraccién. Se verifico la reproducibilidad de las
variable de respuesta en nuestro caso el porcentaje en cuanto al rendimiento,
utilizando el criterio 0,05 de incertidumbre, de este modo los valores son
aceptables para un analisis de varianza (ANOVA), para ello se utilizé6 un paquete

estadistico (statgraphics plus 5.1).
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Este paquete permitié obtener informacion sobre las interacciones de las variables
durante el proceso de extraccion, mediante el calculo de la suma de cuadrados,
grados de libertad y medias de cuadrados e con el fin de calcular el factor de
Fischer experimental para cada una de las variables en estudio y su influencia en
el proceso como se muestra en la (TABLA 4.3y TABLA 4.4).

TABLA 4.3

RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA EN PORCENTAJE DE
RENDIMIENTO PARA ARRASTRE POR VAPOR

0,03871 0,03871

0,11961 1 0,11961 4,54 5,318
0,02801 1 0,02801 1,06 5,318
0,04002 1 0,04002 1,52 5,318
0,00073 1 0,00073 0,03 5,318
0,10154 1 0,10154 3,85 5,318
0,21090 8 0,02636
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TABLA 4.4
RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA EN PORCENTAJE DE
RENDIMIENTO PARA FLUIDO SUPERCRITICO

1,05625E-7 1,05625E-7

5,318
0,00072 1 0,00072 0,04

5,318
0,00090 1 0,00090 0,05

5,318
0,00465 1 0,00465 0,6092 5,318
0,11133 1 0,11134 6,78 5,318
0,00126 1 0,00126 0,08

5,318
0,13142 8 0,01643

En la TABLA 4.3 y 4.4 se puede evidenciar los resultados mediante el cual se
calculo el Fy experimental de cada factor, se puede deducir cual de las variables o
de sus interacciones es mas influyente sobre el proceso de extraccién, ya que
mientras que F< Foos tabulado) 12 variable es influyente en el proceso.

Para el método de arrastre por vapor se obtiene F< Fo s (tabulado) @l 5 por ciento
del nivel de confianza como se observa en la TABLA 4.3, por lo que las variables
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ni las interacciones entre ellas se consideran estadisticamente influyentes en el
proceso, esto se puede evidenciar en las otras herramientas estadisticas como el
diagrama de Pareto (Figura 4.1) ninguna de las variables ni las interacciones entre
ellas cumplen con el minimo establecido para ser influyentes en el proceso, el cual
deberia tener un efecto estandarizado mayor a 2,3. En el gréfico de los efectos
principales (Figura 4.2) se evidencia la tendencia de los acciones de las variables
de manera individual en el rendimiento, observandose que la variable tamafio de
particula es la que tiene mayor relevancia en el rendimiento pero esto no es
concluyente para determinar si esta variable es influyente, y el grafico de los
efectos de las interacciones (Figura 4.3) se muestra la tendencia de las acciones
de las interacciones en el rendimiento, observandose que la interaccion entre el
tamafio de particula y tiempo de extraccion influyen en el proceso, pero el
rendimiento es muy bajo por lo que se procede a concluir que ninguna de las
variables en el proceso de arrastre con vapor no son influyentes, debido a esto fue
necesario la aplicacion de otros métodos estadisticos para este proceso, para ello
se aplicé el método de minima diferencia significativa (MDS) y el método SNK , ya
gue estos se pueden aplicar en datos que no tienen un comportamiento segin una
distribucién normal. Luego de la aplicacion de estos tratamientos para el grupo de
datos, se obtuvo que en el MDS una de las variables influyentes en el proceso es
el tamafo de particula, lo que se puede apreciar en el apéndice A, mientras que
para el SNK ninguna de las variables es influyente en el proceso. Sin embargo el
SNK es mucho mas sensible que el MDS, por lo que este Ultimo no es

concluyente, por lo que no se logra establecer ninguna variable como influyente.

63



FROULTRO
[v3
MUGERIERMR

Capitulo IV. Resultados y Discusiones

3:Tamafio de Particula
BC
AB
\:Cantidad de Muestra

‘Tiempo de Extraccion

AC

0 04 08 12 16 2 24

2

Efectos estandarizados

Figura 4.1.Diagrama de Pareto estandarizado para el % de rendimiento para

arrastre por vapor
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Figura 4.2. Grafico de los efectos principales para él % de rendimiento para

arrastre por vapor
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Figura 4.3.Gréafico de las interacciones entre las variables para % de rendimiento

para arrastre por vapor

En la TABLA 4.4 se pueden observar los valores de Fy experimentales, lo que nos
indica que individualmente la variable que mas influye en el proceso es el tiempo
dinamico con un Fo de 0,05 y en cuanto a las interacciones, la que mas influye
con un valor de Fo de 6,78 es AC (presion -tiempo dindmico). En la Figura 4.4
como en las Figura 4.5y 4.6 se evidencian el diagrama de Pareto, los efectos
principales y sus interacciones con respecto al % de rendimiento respectivamente
(Montgomery ,1996). Esto significa que los factores presion y tiempo dinamico
influyen en el proceso, es decir, que al variar la presion ytiempo dinamico, el

rendimiento cambiaria considerablemente.

Para evaluar la significancia de estos efectos se determin6 un factor de Fischer
teorico (Fo (a, v1, v2), a través de la tabla reportada en el apéndice B, donde a
representa el nivel de confianza y vl y v2 los grados de libertad del cuadrado
medio del error respectivamente. De tal modo que el mismo nivel de confianza
reportado por el programa y empleando en la TABLA |, se tiene que un Fg (0,05; 1: 8)
igual a 5,32, de este modo se cumple que Fqtedrico< Fo experimental por lo

gue se prueba estadisticamente que el factor afecta la variable de respuesta.
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Figura 4.4.Diagrama de Pareto estandarizado para él % de Rendimiento para
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Figura 4.5. Grafico de los efectos principales para él % de Rendimiento para

arrastre fluido supercritico.
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Figura 4.6.Grafico de las interacciones entre las variables para % de Rendimiento

para fluido supercritico

Para el estudio de variables y sus interacciones sobre una variable de respuesta,
es necesario estudiar los efectos individuales de las variables sobre el proceso, sin
embargo el efecto de las interacciones tiene mayor significancia desplazando los
efectos individuales de las variables sin importar que estas tengan un valor de Fy

experimental mas elevado.

En la Figura 4.5 se observa que tanto el tiempo dinamico y tiempo estatico,
influyen sobre el proceso debido que se observa un cambio de respuesta, en
cambio la presion presenta un cambio practicamente nulo, sin embargo el tiempo
dindmico es el que mayor efecto tiene en el rendimiento. En cuanto a la Figura 4.6,
se puede constatar que hubo interaccién en las tres combinaciones AB, AC y BC
sin embargo la mas significativa es AC (presion - tiempo dinamico), mientras que
para AB es mucho menor y para BC es casi nula, estableciendo que la interaccion
gue mas afecta al proceso de extraccion por el método de fluido supercritico es la

interaccién presion- tiempo dindmico.
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4.2 SELECCIONAR LAS MEJORES CONDICIONES DE OPERACION
MEDIANTE METODOS ESTADISTICOS

Para seleccionar las mejores condiciones de operacién fue necesaria la aplicacion
de otra herramienta estadistica, por lo cual se empled el método de superficie de
respuesta (MSR), este nos permitira encontrar las mejores condiciones para la

extraccion del aceite esencial del limén Eureka.

Este método busca optimizar la respuesta de interés, mediante la aplicacion,
andlisis y modelado de las variables que influyen sobre el proceso, con este
objetivo se ubica la variable de respuesta en funcion de dos factores.

y=f (X1, X2) + €
(Cornell, 1990)(3)

Esta ecuacién se establece de la siguiente manera y representa el rendimiento,
X; tiempo dinamico,X, tiempo estatico y € representa el error observado en la
respuesta. Se empled un disefio central compuesto (DCC) de este modo ajustar
los resultados y obtener una superficie de respuesta. Este método requiere de k
factores, 2° corridas factoriales,2“ corridas axiales y al menos un punto
central.(Box et al., 1988).

Este método solo se aplicd para fluidos supercritico, debido a que por arrastre
por vapor no fue posible determinar las variables mas influyentes en el proceso
segun los resultados obtenidos experimentalmente. Sin embargo el paquete
estadistico genera una supuesta superficie de respuesta ajustada a los datos que
se obtienen de del disefio factorial correspondientes a TABLA 4.3, esta superficie

generada por el programa se puede observar en la Figura 4.7.
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Figura 4.7. Superficie de respuesta estimada del rendimiento en el proceso de

extraccidn por arrastre por vapor recomendada por statgraphicplus.

En base al andlisis de los datos, sugiere las siguientes condiciones como mejores
para el proceso de extraccion con arrastre por vapor, cantidad de muestra 90 g,

2mm tamafio de particula, 25 min tiempo de extraccion.

En la TABLA 4.5, se muestran las 11 corridas, donde 4 corresponde a las
combinaciones de los niveles establecidos en los rangos de operacion, 3 corridas
corresponden al punto central y las cuatro restantes pertenecen a los puntos
axiales, que elige el programa de acuerdo a la rotabilidad establecida por a = F**
donde F es el nimero de puntos en la parte factorial de disefio F=2¥, para este

caso a= 2Y4=1,414.

69



Capitulo IV. Resultados y Discusiones

@mrm
DE
WVEERERR

TABLA 4.5

DESARROLLO EXPERIMENTAL PARA LA ELABORACION DE LA SUPERFICIE DE RESPUESTA

Condiciones de operacion

Resultados experimentales

N° Presion Tiempo estatico Tiempo Dinamico Masa de envase Masa de envase Rendimiento
vacio con extracto
(P+0,1)bar (Tex0,01)min (Td+0,01)min (%R+0,002)%
(Mm:0,0001)g (Mm:=0,0001)g
1 100,0 30,00 10,00 32,5280 32,6590 0,131
2 110,0 30,00 22,07 35,0940 35,5430 0,449
3 110,0 30,00 7,92 34,6650 34,9980 0,333
4 110,0 30,00 15,00 34,8360 34,9540 0,118
> 110,0 30,00 15,00 35,3390 35,4550 0,116
6 120,0 30,00 10,00 33,0860 33,180 0,094
7 95,9 30,00 15,00 34,8300 34,9620 0,132
8 100,0 30,00 20,00 34,8190 34,9900 0,171
9 1241 30,00 15,00 34,8010 35,2430 0,442
10 110,0 30,00 15,00 35,1830 35,2900 0,107
11 120,0 30,00 20,00 33,0190 33,1800 0,161

Ddnde: temperatura de extraccion T= (40,1 £0,1) ° C, caudal de CO,= (2,5£0.1) L/min; tiempo estatico: 30 min
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Una vez realizado el desarrollo experimental para el método de fluido supercritico

para la obtencién de la superficie de respuesta, se introdujeron los datos en el
paquete estadistico statgraphics plus, el cual arroja una ecuacion ajustada a

nuestros datos experimentales, en funcién de al porcentaje de rendimiento:
% Rendimiento = 8,23217 — 0,129892*Presion — 0,190914*Tiempo dindmico +
0,000612142*Presion™2 + 0,000225*Presion*Tiempo dinamico
+0,00591524*Tiempo dinamico™2 (1)

La ecuacién anterior corresponde a la superficie respuesta que se observa en la
Figura 4.8, en donde se observa un punto maximo, que corresponde a las
mejores condiciones de operacion, ya que este busca estimar las condiciones
que logran maximizar el rendimiento , en base a las variables mas influyentes que
se obtuvieron anteriormente, dejando fija el tiempo estético el cual se demostrd
gue no es influyente en el proceso. Estas mejores condiciones vienen dada por
una presion 124,142 bar y un tiempo dinamico 22,0711 min, manteniendo la

variable no influyente (tiempo estéatico) en 30 min.

Superficie de Respuesta

0,55
0,45
0,35

Rendimiento

0,25 1820
*00 214"
104 108 112 116 120 10 Tiempo dinamico

Presion

Figura 4.8 Superficie de respuesta estimada del rendimiento en el proceso de

extracciéon supercritica
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4.3 EXTRAER EL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON EUREKA MEDIANTE
ARRASTRE POR VAPOR Y FLUIDO SUPERCRITICO

Una vez conocidas mejores condiciones de operacion para los métodos de
extraccion se procedio a realizar una corrida exhaustiva a las mejores condiciones
operacion. En el caso de la extraccidbn con arrastre con vapor se utilizaron las
condiciones sugeridas por el programa (cantidad de muestra 90 g, 2mm tamafio
de particula, 25 min tiempo de extraccion) para ello se deja correr el tiempo de
extraccion una vez finalizados los 25 min se recolecto en un vial el aceite y se
inicié6 de nuevo el tiempo de extraccion hasta que se dejo de obtener aceite, los
datos reportados (TABLA 4.8).

En cuanto a fluido supercritico se trabajé con una presién 124,1 bar y un tiempo
dindmico 22 min, tiempo estatico en 30 min, obtenida a través de la superficie de
respuesta. Para ello se deja correr el tiempo estatico y tiempo dinamico, se
recolecto el aceite y se cambio el envase recolector esto se hizo igualmente que
para arrastre por vapor hasta que no se obtuvo mas aceite, los datos reportados
(TABLA 4.7).

TABLA 4.6

RESULTADOS DE LA CORRIDA EXHAUSTIVA DE ARRASTRE POR VAPOR

Resultados Experimentales

N Masa de envase vacio Masa de envase con Rendimiento
(Mm=0,0001)g extracto(Mm=0,0001)g (%R+0,002)%

1 2,4430 2,8046 0,602

2 2,4380 2,8214 0,639

3 4,3170 47276 0,684

4 2,3310 2,5224 0,319

5 2,4260 2,4308 0,008

Dénde: Cantidad de Muestra: CM= (90,0000+0,0001); tamafio de particula: tp=
(2£0,01)mm; Tiempo de extraccion: te=(25+1)min
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TABLA 4.7

RESULTADOS DE LA CORRIDA EXHAUSTIVA DE FLUIDO SUPERCRITICO

Resultados Experimentales

N Masa de envase Masa de envase con Rendimiento
vacio (Mm=0,0001)g extracto(Mm=0,0001)g (%0R+0,002)%

1 34,2960 34,7095 0,689

2 34,2440 34,6610 0,695

3 34,6920 35,1157 0,706

4 35,1790 35,6149 0,726

5 34,6890 35,1379 0,748

6 34,4790 34,8233 0,573

7 35,330 35,5400 0,350

8 28,4880 28,4934 0,009

Donde:presion: P= 122 bar; Tiempo estatico: te= (30£1) min; Tiempo dindmico: td=
(22+1) min; Cantidad de muestra: CM= (60,0000+0,0001 g; Temperatura de
extraccion: T= (40+0,1) °C

A partir de las corridas exhaustivas, se tomaron los datos recolectado para el
estudio del comportamiento de la masa total en funcion del tiempo de extraccion
como se puede observar en las Figuras 4.9 y 4.10 para cada método

respectivamente.
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Figura 4.9 Comportamiento obtenido de la extraccién exhaustiva por arrastre por

vapor
3
2.5
]
-
£ =
.ﬂgz
B2
g%m
B u
s &
-
it
05
O +—+——t—+—F+—F—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—+—
0 50 100 150 200

Tiempo de extraccion (texl)min

Figura 4.10 Comportamiento obtenido de la extraccién exhaustiva por fluido
supercritico
Cada extraccion obtenida por arrastre por vapor se trasvaso a un solo vial, del
cual se obtuvo una masa total de (1,3520+0,0001) g, mientras que las
extracciones obtenidas a través de método de fluido supercritico, fue necesario
arrastrarlas con etanol de las paredes del envase recolector, posteriormente se
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traspasaron a un cilindro graduado donde se pudo observar claramente la
diferencia entre las fases, se separaron y se peso la masa total (2,25036+0,0001) g.

4.4. IDENTIFICAR MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE GAS CON DETECTOR
DE MASA EL MAYOR NUMERO POSIBLE DE COMPONENTES DE LA
FRACCION MAS VOLATIL DEL ACEITE ESENCIAL

Para la caracterizacion del aceite esencial del limon Eureka se utilizé un
cromatdgrafo de gases acoplado a un detector de masa y con una rampa de
temperatura de 40°C por 2 min, luego aumento 6°C por minuto hasta llegar a
150°C ahi la temperatura se detuvo por 3 min, deteniéndose a los 23,3 minutos.
Se les realizo este andlisis a todas las muestras de aceite esencial de limoén
Eureka obtenidas por ambos métodos, esto debido a la carencia de data acerca
de su composicién. Esta informacion se clasifico mediante los siguientes
pardmetros: componente y porcentaje de area promediado con todas las corridas,
fueron descartado aquellos componentes cuya probabilidad sea menor al 90%.
Esta informacion se puede observar en la TABLA 4.10. Se pudo determinar mas
del 90% de los componentes de esta variedad entre los cuales se encuentran:
monoterpenos, terpenos, alcoholes y aldehidos como se muestra en la TABLA
4.10. Se puede evidenciar que los componentes que se encuentran en mayor
proporcién son el limoneno, el anisole y el alfa terpineno Figura 4.11, tomando en
cuenta que estos componentes se ven influenciados por diferentes factores como
la posicion geografica, el clima, el tipo de tierra, la temporada en que se cosecha,

el grado de madurez del fruto y el tratamiento que tenga dicha planta.
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Figura 4.11. Cromatograma de limén Eureka
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TABLA 4.8
RESULTADOS DE LA CROMATOGRAFIA PARA LA IDENTIFICACION LOS COMPONENTES DEL ACEITE
ESENCIAL DE LIMON

NOMBRE IUPAC SINONIMO FORMULA Limon Eureka (%)
(1S,5S)-2,6,6-Trimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-eno((-)-a-Pineno) 1-S- a- pineno CioH1e 0,95
(1R,5R)-2,6,6-Trimethilbiciclo[3.1.1]hept-2-eno((—-)-a-Pineno) 1-R- a-pineno CioH1s 1,643076923
6,6-dimetil- 2-metilenbiciclo [3.1.1] heptano B - pineno CioH1e 1,743846154
Biciclo[3.1.0]hexano,4-metilen-1-(1-metiletil) Sabineno CioH1e 2,001666667
ciclohexeno, 4-metileno-1-(1-metiletil) B-terpineno CioH16 1,445454545

- D-limonene CioH16 44,08021429
1,4-ciclohexadieno ,1-metil-4-(1-metiletil) a-terpineno CioH1s 9,712307692
benceno,1-metil-2-(1-metiletil) cimeno CioHua 2,476666667
ciclohexeno ,1-metil-4-(1-metiletiliden) terpinoleno, p-menta CioH16 1,84
6-octenal,3,7-dimetil citronelal Ci1oH180 0,5575
Decanal decanal CyH10 0,220909091
etanona,1-(1,4-dymetil-3-cyclohexen-1-il) - CoH140 0,055
biciclo[3.1.1]hept-2-eno,2,6-dimetil-6-(4-metil-3-pentenil) a-Bergamoteno CisHos 0,497
4,11,11-trimetil-8-metileno- biciclo [7.2.0] undec-4-eno caryofileno CisHos 1,283333333
benceno,2-metoxy-4-metil-1-(1-metiletil) Anisol C11H160O 8,503846154
3-ciclohexeno-1-acetaldehydo,alfa,4-dimetil Carvomentenal CioH160 0,7075
1,3-cyclohexadieno -1-carboxaldehydo,2,6-trimetil - C1oH140 0,524285714
1,6,10-dodecatrieno,7,11-dimetil-3-methyleno-(z) (Z, E)-B-farneseno CisHos 0,26
1,4,7,-cicloundecatrieno,7,11-dimetil-3-metileno-(2Z) - CisHos 0,095
t1elj[|r-(:t;)r(re1r;itl)_(lz:lzcIohepteno,2,4a,5,6,7,8,9,9-hexahydro-3,5,5,9- B-Himachaleno CusHa 0,0925
naftaleno,1,2,4a,5,8,8a-hexahydro-4,7-dimetil-1-(1-metiletil)- B-cadineno CusHo 0,071666667

,(1.alfa.,4a.beta.,8a.alfa)-(+/-).-



http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&prev=/search%3Fq%3D1,6,10-dodecatriene,7,11-dimethyl-3-methylene-(z)%26hl%3Des%26biw%3D1280%26bih%3D675%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.co.ve&sl=en&twu=1&u=http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi%3FID%3DR571632&usg=ALkJrhhnTCsJ3UMAABoh2Y1-g1AApg4o0Q
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TABLA 4.8 (CONTINUACION)
RESULTADOS DE LA CROMATOGRAFIA PARA LA IDENTIFICACION LOS COMPONENTES DEL ACEITE
ESENCIAL DE LIMON

NOMBRE IUPAC SINONIMO FORMULA Limén Eureka (%)
3-ciclohexeno-1-metanol, alfa.,.alfa. 4- trimetil a-Terpineol 1,5175
Ci1oH180
1-isopropil-4-metil-7-metilen-1, 2,3,4,4 a ,5,6,7- (+)-epi- 036
octahidronaftaleno Biciclosesquiphelandreno CisHa ’
Ciclohexeno,1-metil-4-(5-metil-1-methyleno-4-hexenil)-,(S)- beta-bisaboleno CusH, 2,468888889
15 4
2,2-dimetil-3-metileno-biciclo[2.2.1]heptano canfeno 0,04
CioH16
0-Amorfeno
naftaleno,1,2,3,5,6,8a-hexahidro-4,7-dimetil-1-(1metiletil)- Cubeneno
. . 0,33
(1s-cis) o-cadineno CisHa
0-Cadieno
6-octen-1-ol,3,7-dimethil Citronelol 1,577142857
C10H20C)
nafthaleno,1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-4a,8-dimetil-2-(1- 3,7 ( 11)-Selinadieno; 0.144
metiletilideno)-(4aR-trans) Selina-3, 7 (11)-dien CisHzs ’
Clcl.ohﬁe).(ano, 1-etenil-1-metil-2-(1-metiletenil)-4-(1- 0-MeNt-8-eno 0,35
metiletiliden) CisHas
Ciclotrisiloxano,hexametil - CoH1s0:Sis 0,76
ciclotetrasiloxano,octametil Siloxano D4 CoHpsO4Sia 0,01
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TABLA 4.8 (CONTINUACION)
RESULTADOS DE LA CROMATOGRAFIA PARA LA IDENTIFICACION LOS COMPONENTES DEL ACEITE
ESENCIAL DE LIMON

NOMBRE IUPAC SINONIMO FORMULA "'mor(‘o/';“reka

1,4-ciclohexadieno ,1-metil-4-(1-metiletil) a-Terpineno 1,62
CioH16

ciclopentasiloxano, decametil Siloxano D5 C1oHs00sSle 0,01

1,3,6-octatrieno,3,7-dimetil-,E, beta ocimeno 1,61
CioH1s

1,3,5,7-octatetraeno,2,6-dimetil-,E, - 0,06
CioH1a

benceno,1-etil,2,3-dimetil 3-Etil-o-xyleno 0,346153846
CioH1a

7-Metil-3-metileno-1,6-octadieno B-mirceno 0,531428571
C10H16

otros compuestos Otros 9,503111944
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45COMPARAR LAS CARACTERISTICAS DEL ACEITE ESENCIAL EXTRAIDO CON LAS OTRAS VARIEDADES

DEL LIMON

TABLA 4.9
MATRIZ COMPARATIVA DEL LIMON EUREKA CON LAS OTRAS VARIEDADES DE LIMON

- DI VAIO | KIRBASLAR
LIMON LIMONE DI -
SFUSATO DI SHAW LIMON AND BENVENUTI
COMPUESTO FORMULA EUF\;EKA AMALFI (%) SORIEENTO LIMON (%) (%) BOZLIMON LIMON (%)
(%) (%) o)
1-S- alpha pineno CioH1s 0,95 2,8 2,7 1,3 1,4 1,30 1,56
1-R-alpha pineno C1oH16 1,64 - - 1,5 - - -
beta pineno CioH16 1,74 19,4 16,5 2,2 15 0,744 10,052
Sabineno CioH16 2,00 3,5 3,2 0,5 - 1,65 1,942
b-terpineno CioH16 1,45 - - - - - -
D-limoneno C1oH16 44,08 49,2 55,9 54 75 75,6 65,016
a terpineno CioH1s 9,71 0,2 0,1 0,7 - 0,672 -
Cimeno CioH1a 2,48 - 0,1 - - - -
terpinoleno, p-menta C1oH16 1,84 - - 0,6 - 0,39 -
Citronelal C1oH150 0,56 0,1 0,1 0,03 - 0,07 -
Decanal CyH150 0,22 0,1 0,1 0,06 - 0,04 -
- CoH1,0 0,06 - - - - - -
a-Bergamoteno CisHou 0,50 - - - - 0,20 -
Caryofileno CisHys 1,28 0,3 0,2 0,3 - - 0,478
Anisole C11H160 8,50 - - - - - -
Carvomentenal C1oH160 0,71 - - 0,3 - - -
- CqoH140 0,52 - - - - - -
(Z, E)-B-farneseno CisHou 0,26 - - - - - -
- C15H24 0,10 - - - - - -
B-Himachaleno CisHou 0,09 - - - - - -
-cadineno CisHas 0,07 - - - - - -
a-Terpineol C1oH150 1,52 0,6 0,4 0,2 - - -
+)-epi-
Bicycloseéq)uipﬁlellandrene CsHas 0,36 i i i i 0,05 i
beta-bisaboleno CisHas 2,46 0,5 0,4 0,14 - 0,5 0,841
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TABLA 4.9 (CONTINUACION)

MATRIZ COMPARATIVA DEL LIMON EUREKA CON LAS OTRAS VARIEDADES DE LIMON

coupuesTo | romuuia | LVON | SFUSATO | LMONEBL | sHA | Twon | ano | sEnvenu
EUREKA (%) (%) BOZLIMON LIMON (%)
(%) (%) (%) o)
Citronelol C1oH200 1,577142857 - - - - 0,15 -
3,7 (11)- -
Selinadiene; Selina- CisHy4 0,144 - - - - -
3, 7 (11)-dien
0-ment-8-eno CisHos 0,35 - - - - - -

- CgsH1503Si5 0,76 - - - - - -
Siloxano D4 C8H2404Si4 0,01 - - - - - -
a-Terpineno CioH1s 1,62 0,2 - 0,7 - 0,672 -
Siloxano D5 C10H3005SI5 0,01 - - - - - -
beta ocimeno CioH16 1,61 - - - - 0,12 -

- CiogH1a 0,06 - - - - - -

3-Ethyl-o-xyleno CioH1a 0,346153846 - - - - - -
3-myrceno CioH1s 0,531428571 2 - - - - 1,848
citronelol C1oH200 1,577142857 - - - - X -
3,7 (11)- -
Selinadiene; Selina- CisHos 0,144 - - - 0,15 -
3, 7 (11)-dien
0-ment-8-eno CisHou 0,35 - - - - - -
camfeno CioH1s 0,04 0,1 0,1 0,2 - 0,493 -
0-Amorpheno CisHoa 0,33 - - - - - -
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Al comparar los resultados experimentales (TABLA 4.9) con otras investigaciones
como Poiana (2004), en el que estudiaron los componentes del aceite esencial de
las variedades llamadas “Sfusato di Amalfi” y “Limone di Sorrento”, se puede
observar variaciones en los componentes, por ejemplo, en las variedades de limén
italiana tienen un nimero mayor de componentes en el extracto en comparacion
con el limén Eureka, existen semejanzas en algunos componentes como:
limoneno, a-pineno el cual es utilizado en la manufactura de alcanfor, insecticidas,
solventes, plastificantes, bases para perfumes, aceite de pino sintético, terpineol,
terpinoleno, acetato de terpinilo y dipenteno, B-pineno el cual es utilizado como
solvente en formulaciones para recubrimientos, pinturas y ceras, intermediario
para resinas, camfeno, metol, aldehido camfolénico y terpineol; es usado como
aditivo para aceites lubricantes. A través del beta- pineol se obtiene el Mirceno,
uno de los quimicos mas importantes en la industria del perfume, citronelal el cual
es usado en perfumeria y como repelente de insectos, mircen que es un
importante intermediario utilizado en la industria de perfumeria,tiene un olor
agradable, pero rara vez se utiliza directamente. Por tanto, se valora mas como un
intermediario para la preparacion de productos qui-micos de sabor y fragancia
como mentol , citral , citronelol , citronelal , gera-niol , ne-rol y linalol. EI  mirceno
se convierte también en mircenol , otra fragancia encontrado en lavanda , a través
de no catalizada hidroaminacion de la 1,3-dieno seguido por hidrolisis y Pd -
catalizada eliminacion de la amina .3-bisabolenoest4 aprobado en Europa como
aditivo alimentario. Bisabolenos son intermediarios en la biosintesis de
muchoscompuestos quimicos naturales, incluyendo hernandulcin , un edulcorante
natural, a-terpineno, etc. De la misma forma el aceite esencial del limon Eureka
contiene componentes que las dos variedades nombradas anteriormente no
contienen como: citronelol que ese utliza en la fabricacion de perfumes y
repelentes de insectos, es uno de los ingredientes para la fabricacion de cremas
hidratantes. También es una materia prima para la produccién de 6xido de rosa,

es antiséptico, antibacteriano, fungicida, herbicida, insecticida.

82


http://en.wikipedia.org/wiki/Menthol
http://en.wikipedia.org/wiki/Citral
http://en.wikipedia.org/wiki/Citronellol
http://en.wikipedia.org/wiki/Citronellal
http://en.wikipedia.org/wiki/Geraniol
http://en.wikipedia.org/wiki/Nerol
http://en.wikipedia.org/wiki/Linalool
http://en.wikipedia.org/wiki/Myrcenol
http://en.wikipedia.org/wiki/Lavender
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydroamination
http://en.wikipedia.org/wiki/Palladium
http://en.wikipedia.org/wiki/Amine
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bioss%C3%ADntese
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Hernandulcin&action=edit&redlink=1

FROULTRE
| . G
Capitulo IV. Resultados y Discusiones

La FDA de Estados Unidos considera el citronelol como seguro para uso
alimentario. El B-terpineno un componente importante de los aceites esenciales
hecha a partir de frutas citricas, sabor y aroma de alimentos. El anisol que es un
precursor de los perfumes, feromonas de insectos y productos farmacéuticos. Por
ejemplo, el anetol sintético se prepara a partir de anisol. ElI cimeno es importante
en la industria quimica, principalmente como disolvente en pinturas industriales y
barnices, resinas sintéticas, produccion de orto-cresol, se utiliza como perfumes y
fluido térmico. Demostrando asi la amplia gama de aplicaciones industriales que
tienen estos componentes que conforman el aceite esencial del limén
Eureka(Ortufio 2006).

En contraste Shaw(1979), realiz6 una compilacion de los componentes y valores
del aceite esencial de varios citricos como: la naranja dulce, toronja, mandarina,
limoén, lima y algunos injertos, los cuales se extrajeron por el método de prensado
en frio y se caracteriz6 mediante una Cromatografia de gases, se puede agregar
que a pesar de la data antigua de este antecedente, es el Unico que aporta
informacion relevante en cuanto a los componentes del aceite esencial de esta
variedad de limoén. Para realizar esta matriz comparativa solo sera utilizado los
datos que se obtuvieron del liméon ya que los aceites esenciales de los otros
citricos solo sirven como una referencia. Puede evidenciarse (Apendice B), que el
numero componentes encontrados en el aceite esencial del articulo antes
mencionado es mucho mayor al que se encontré6 en el limon Eureka,
encontrandose compuestos como: Citrales un compuesto de aroma utilizado en
perfumeria por su efecto de citricos, también se utiliza como un sabor y para
enriqguecer el aceite de limén. También cuenta con fuertes cualidades de
antibidticos , y los efectos de feromonas en insectos, que no fueron encontrados
en el aceite esencial del limon Eureka, cabe agregar que existen semejanzas en
algunos compuestos como: citronelol, a-pineno, B-pineno, limoneno, citronelal,
decanal, etc. Y existen diferencias: anisol, a-terpineno y (B-mirceno, que en la
discusion anterior fueron dichas sus aplicaciones industriales (TABLA 4.9)(Ortuiio
2006).
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No obstante, estudios de Di Vaioet al(2010), determinaron la composicion de los
aceites esenciales y la actividad antioxidante del extracto de etanol de la piel del
limén para lo cual analizaron 18 variedades, procedentes de Sicilia y Campania,
tomaron una muestra de 60 frutos por variedad. Los extractos alcohdlicos
obtenidos para cada cultivo fueron analizados por su actividad antioxidante con el
ABTS ensayo y composicion del aceite esencial mediante GC/FID.Demostraron
gue no hay una relacion clara entre la actividad antioxidante y la composicion del
aceite esencial de los extractos. Debido a que a que este articulo se enfoc6 mas
en la relacion de la composicion del aceite esencial y la actividad antioxidante, se
observa que los componentes que encontraron en estas variedades de limoén
fueron: myrceno, B-pineno, limoneno, y-terpineno y n-dodecano. Existiendo las
diferencias del aceite esencial del limon Eureka no tiene n-dodecano y y-terpineno,
y los componentes como citronelol, anisol, a-terpineno y B-mirceno que estan
presentes en el limén Eureka, no se encuentran en las variedades de limén que
fueron objeto de estudio en el articulo (TABLA 4.9) (Ortufio 2006).

Analogamente,investigaciones de Kirbaslar and Boz(2006) realizaron la extraccion
de aceite esencial de la cascara del limén y toronja, utilizando el método de
extraccion fue prensado en frio. Los aceites se analizaron mediante Cromatografo
de gases de alta resolucion (HRGC) y un Cromatografo de gases de alta
resolucion con Espectrometro de masas (HRGC/MS). En total 42 y 27
componentes han sido identificados en los aceites esenciales de limén y toronja
respectivamente. Al igual que en la seccién anterior solo se tomaran los datos del
limén. En este articulo el numero de componentes que se obtuvieron del aceite
esencial del limén es mucho mayor al que se obtuvo para el Limon Eureka y como
en los casos anteriores existen semejanzas y diferencias entre ambas variedades
por ejemplo en el limén Eureka existen componentes como el citronelal, citronelol,
a-pineno, limoneno, etc, que son semejantes a la otra variedad de limon, también
existen componentes como: ocimeno, a-tujeno, B-selineno, limonenediol, nerol,
neral, nonanal, que en el limén Eureka no estdn o no forman parte del aceite

esencial, por otra parte se puede decir que componentes como: el anisol, B-
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terpineno, cariofileno, B-mirceno, en la variedad estudiada por no estan (TABLA
4.9)(Ortufio 2006).

Asi mismo Benvenutiet al. (2000),realizaron un proceso de extraccion
semicontinua del aceite esencial del limén por el método de fluido supercritico. El
proceso semicontinuo experimental se modelé suponiendo que la fase de vapor
sale del aparato siempre en equilibrio con la fase liquida dentro del recipiente, y
las condiciones de equilibrio se representa por la ecuacion de estado de Peng y
Robinson. En particular, el sistema de “aceite de limén natural® se redujo a una
mezcla de algunos de los componentes principales, limoneno, y-terpineno; citral;
linalol, y B-cariofileno. En consecuencia, la caracterizacion termodinamica del
sistema se extendié a estudiar un proceso continuo algo méas complejo. Como un
ejemplo de simulacién de un estado estacionario de una columna de varias etapas
con reciclaje de solvente. Como puede observarse los componentes del aceite
esencial del limén que se utilizo en este articulo tiene un nimero muy reducido de
componentes en comparacion con los del aceite esencial como.citronelol, anisol,
a-terpineno y citronelal (TABLA 4.9)(Ortufio 2006).

Para dar un valor agregado a este trabajo especial de grado, se realiz6 una
investigacién acerca de algunas de las aplicaciones que tiene el aceite esencial
del limon Eureka, encontrando que en la Costa de Amalfi y Sorrento de la
peninsula italica, utilizan esta variedad para la fabricacion de manera artesanal de
un licor dulce llamado “Limoncello”, basicamente es un licor muy econémico y
sencillo de producir por los bajos costos de sus ingredientes. Es uno de los licores
Italianos mas conocidos ya que es muy utilizado en la gastronomia italiana, para la
elaboracion de postres, dulces y cocteles por su alto poder aromatizante, no solo
es un licor muy consumido y habitual en las cartas de los restaurantes italianos
sino que cada vez es mas frecuentes encontrarlo en restaurantes de otros paises,
Espafia, Reino Unido incluso en Estados Unidos y Australia. En realidad, en toda
el area existen muchas variantes de antiguas formulas tradicionales que,
transmitidas de generacion en generacion, solo difieren entre si en pequefios

detalles, las cantidades de los ingredientes o los procedimientos de preparacion.El
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limoncellose obtiene sumergiendo la cascara de 1 kg limon en 1 L de etanol al
99% en un frasco de vidrio con tapa y por medio de la maceracion se extrae el
aceite esencial por periodo de 1 mes, durante este tiempo ocurre una extraccion
solido liquidoque permite que todo el aceite esencial proveniente de la cascara sea
extraido, es importante que durante este tiempo el frasco este en un lugar fresco y
que oscuro, luego de culminado el mes se procede a preparar un almibar con 1 kg
de azicar y 12 L de agua, calentando este almibar hasta que comience el
proceso de ebullicion y luego dejar reposar hasta que alcance temperatura
ambiente, Luego el producto de la maceracion es filtrado para eliminar trazas o
particulas de la cascara del limon, para finalmente mezclar el almibar ya
preparado con el alcohol filtrado, luego esta mezcla se embotella y se deja reposar
por 5 dias aproximadamente y luego se ingresa en una nevera ya que el
Limoncellose sirvemuy frio y en pequefios vasos de ceramica después de las
comidas o en el postre. Las bondades del limoncello se deben principalmente a su
naturalidad, su gusto indiscutido de la cascara de limon, la ausencia de colorantes,

aditivos, conservantes y su virtud de hacerlo factible en cualquier hogar.

\MoncELL?

-
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Figura 4.12. Limoncello
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CONCLUSIONES

Las variables en el proceso de extraccion con arrastre por vapor no son

influyentes en el proceso.

Las variables mas influyentes el proceso de extraccibon con CO;

supercritico son el tiempo dinamico y la presion.

Las mejores condiciones de operacion para la extraccion arrastres por
vapor supuestas por el paquete estadistico fueron: cantidad de muestra 90

g, 2 mm tamafo de particula, 25 min tiempo de extraccion.

Las mejores condiciones de operacion para la extraccion con CO;
supercritico  obtenidas a través de la realizacion de la superficie de
respuesta son: presion 124,1 bar y un tiempo dinamico 22 min, tiempo
estatico en 30 min.

El limén Eureka estd compuesto principalmente por: D-limoneno, anisole,

alfa terpineno.

El limén Eureka en comparacioén con las otras variedades de Limon, Limén
Burm, Sfusato di Amalfi y Limone di Sorrento, tiene algunos componentes

del que estos carecen como: el citronellol, beta terpineno y anisole.
El limoneno fue el principal componente del Limén Eureka.

Se han detectado un total de 38 componentes del aceite esencial del limén

Eureka.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere no realizar un disefio factorial para el método de extraccion por
arrastre con vapor, debido a que es dificil mantener las mismas condiciones

durante todo el proceso, lo que genero datos sesgados.

Colocar el equipo de extraccion de arrastre con vapor en lugar donde no se
limite la altura del montaje con el fin de remplazar el condensador vertical

por uno mas grande con el fin de mejorar el rendimiento.

Solicitar la asignacion de un técnico para los equipos del laboratorio de

extraccion.

Se sugiere cambiar el disefio del equipo de extraccion con fluido
supercritico a fin disminuir los costé de operacién, recirculando el CO,

utilizado.
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APENDICE A. CALCULOS TiPICOS

En esta seccion se muestran los modelos matematicos que se utilizaron para el
desarrollo y alcance de los objetivos que fueron planteados en el presente trabajo
especial de grado, asi como los calculos tipicos involucrados en el analisis
estadistico.

e Determinacién de cada uno de los factores que se muestran en el
andlisis de varianza (ANOVA, ver tabla 4.3) arrojado por el software
estadistico STATGRAPHICS PLUS version 5.1.

1 Célculo de la suma de cuadrados (SSa).

Representa la variabilidad total de los datos. Se determina mediante el siguiente
modelo matematico:

ss, = Contraste?
2K «n

Donde:

Contrastea: respuesta total de cada una de las combinaciones de factores.

K: namero de factores.

n : nimero de observaciones por efecto.

1.1Célculo del contraste

Contrastea=[a+ab+ac+abc-(l)-b-c-bc] (2)

Doénde:

a, ab, ac, abc, (1), b, cy bc: representan el total de todas las n observaciones en
cada una de las 8 corridas del disefio experimental.

Contraste,=[0,9980+0,8375+0,8194+0,7028-0,0151-0,8392-0,8210-0,6889]= 0,9935

Sustituyendo en la ecuacion (1)
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1.1 Calculo de los grados de liberta (GL).
Se determina restando la unidad al niumero de niveles de la siguiente manera:
GL=a-1 (3)
Donde:
a : Cantidad de niveles del factor
GL=2-1=1
1.2 Calculo de la media de cuadrados (MSp)

Representa la relacion entre la suma de cuadrados de los factores y los grados de
libertad.

MS _ 35 4
i== @

Sustituyendo los valores en el modelo matematico:

0,06209
MS, = — - 0,06209

1.3 Calculo del error cuadratico medio (MSg)

Se calcula mediante el siguiente modelo matematico:

SS;

MS, =
E7axbxc(n—1)

(5)

Doénde:

SSe: suma de cuadrados del error cuadratico.
b : cantidad de niveles del factor B.

c: cantidad de niveles del factor C.

Sustituyendo los valores correspondientes:

0,1314

MS; =
E72%2%202-1)

=0,0164
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1.4 Calculo del factor de Fisher (Fo)
Representa el grado de significancia del factor en estudio

MS,

Fy = —=
07 MS,

(6)

Dénde:
MSa: media de cuadrados
MSkg.error cuadratico medio

Sustituyendo los valores en el modelo matematico:

~0,06209

Fy = ——— = 3,7859
70,0164

1 Calculo del rendimiento de la extraccion
Se determina mediante el siguiente modelo matemaético:

Mey —M

%R = ( ‘”’) +100 (7)

M
Donde:

%R: porcentaje de rendimiento

Mey: Masa del envase vacio (g)

Mey: masa del envase lleno (g)

my: masa de la muestra (g)

Sustituyendo los valores en este modelo matematico:

32,659 — 32,528
Nk = ( 60

El error asociado a dicho rendimiento se realiza de la siguiente manera:

) * 100 = 0,2183

A%GR d%R A N d%R A N d%R A
= * Am * Am —| *Am
0 Moy ev amell ell amM M
Derivando la ecuacion:
-1 -1 —(m u—m )
A%R = e 100 % Amyye, + |m—M* 100|.x Am,y + |#* 100].x Am,,

99



‘%ﬂ[&dm
Apéndice A e

A%R = ‘ﬁ * 100].x 0,0001 + |E x 100

—(32,659 — 32,528)

60
De esta manera el valor del rendimiento queda reportado de la siguiente manera:

%R = (0,2183 + 0,0004)%
2 Calculo de la masarecolectada en la corrida exhaustiva.
Se utiliza la siguiente ecuacion:

+0,0001

* 100

+0,0001 = 0,000352 =~ 0,0004

my = Mgy — Myy (8)

Donde:
m,: masa de extracto recolectado (g).

Sustituyendo los valores:
m, = 32,659 — 32,528 =0,131¢g
El error asociado a la masa recolectada es:
Am, =Amy +Amg,
Sustituyendo los valores en la ecuacion:

Am, =0,0001+ 0,0001 =0,0002
De esta manera el valor se reporta de la siguiente manera:

m, = (0,1310 + 0,0002)g

3 Calculo del método estadistico minima diferencia significativa (MDS) y
(SNK)

8!
(%) “(m—k) K ®

2xCME
MDS, =ty * 8, =ty * T(lO)

100
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TABLA II

ON
ENCIAL DEL LIMO
9N DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ES
COMPOSICION' DE MARCO POIANA

Poiana et .

Table II. Composition of the volatile fraction of alcoholic extract of lemons coy d in Amalfi area
July September October November Sig.

heptanal

a-thujene 0.5¢ 0.6c 0.6c 0.5¢ 0.8b 1.0a 0.8ab B

" c-pinene 2.8b 2.3b 2.7b 2.4b 4.3a 4.3a 4.0a e
camphene 0.1b 0.1b 0.1b 0.1b O.1a 0.2a O.1a -
Sabinene 3.5b 3.5b 3.3b 32 5.1a 4.9a 4.7a -
B-pinene 19.4 18.7 19.4 18.4 189 17.8 17.3

\myrcens 2.0cd 2.2bc 1.7de 1.5¢ 2.8 3.0a 3.0a »a
octanal 0.1b 0.1b 0.1b 0.2a 0.1b 0.2ab 0.2a 4
«-phellandrene O.1a tab tab tbe tc te tc L)
a-terpinene 0.2¢ 0.3a 0.3ab 0.3bc td td 0.1d 5
P-Cymene tb tb tb 1.4a 0.2b 0.1b 0.1b I

\ limonene 49.2 476 486 515 47.2 47.1 47.2 n.s.
(Z)-B-ocimene t t t t t t t ns.
(E)-B-ocimene 0.2¢ 02bc 0.2bc 0.1d 0.3a 0.3ab 0.3abe -
T-terpinene 13.3b 13.8b 14.8a 11.8¢c 12.9b 13.4b 13.0b ol
trans-sabinene hydrate t t t t t t t n.s.
-terpinolene tc te te tc 0.2b 0.3b 0.4a T
linaloo! 0.4a O.4a 0.4a 0.2p 0.4a 0.4a 0.4a =
Cis-sabinene hydrate tb tb tb O.1a tb tb tb .
nonanal 0.3ab 0.3ab 0.3b 0.4a 0.2¢c 0.3ab 0.3ab =
cis-pmemh-Z-en-‘l—ol t t t t 0.4 0.2 0.1 ns.
.’Ian&p-menm-z-em 1-ol 0.1 t t 0.1 t 0.1 t ns.
camphor t t t t t t t n.s.
Citronellal 0.1bc 0.2a 0.1bc 0.2b 0.1d 0.1cd 0.2b e
nonanol t t t t t t t n.s.
borneol t t t t t t t n.s.
terpinen-4-of 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 n.s.
a-terpineol 0.6 08 05 0.6 0.8 0.7 0.7 n.s.
decanal O.1b 0.1b 0.1b 0.1a 0.1b th 0.1b ()
octyl acetate t t t t t t t n.s.
nerol 0.2b 0.1b 0.1b 0.3a 0.2ab 0.1b 0.1b A
citroneliol t t t t t t t ns.
neral 1.2ab 1.49a 1.0bc 0.7¢ 0.8bc 1.0bc 1.5a =
Carvonie td 0.1a 0.1ab tbed O.1abc ted ted =
Geranicl 0.2 t 0.2 0.1 0.1 0.1 0.1 n.s.
geranial 1.8abc 2.0a 1.3cd 1.0d 1.3ca 1.4bcd 1.8ab ¥
periualdehyde t t t 0.1 t t t n.s.
undecanal 0.1 & 0.1 0.1 0.1 t 0.1 (o33 TS n.s.
cilrone!lyl acetats tbe 0.1a 0.1ab O.1ab te tc te -~
neryl acetate 0.5ab 0.7a 0.5ab 0.8a 0.3b 0.3b 0.3b o
geranyl acetate 0.4d 0.9a 0.6bc 0.7ab 0.3d 0.2d 0.3d v
tetradecane t t t t t t t n.s.
dodecanal tbe tb tbe 0.1a tbe tc tbe >
Cis- a-bergamotene t 0.1 t t t t t n.s,
B-caryophyliene 0.3 0.3 0.3 03 0.4 04 03 n.s.
rans-a-bergamotene 0.3bc 0.5a 0.5ab 0.5ab 0.3¢c O.4abc 0.4ab g
(2)-B-farnesene t t t t t t t n.s.
Citroneilyi Propionate t t t t t n.s.
«-humulene t t t t t t t n.s.
(E)-B-farnesene t t t t t t t n.s.
B-santalene t 0.1 t t t t t n.s.
Geranyi Propionate t t t t t 0.1 t ns.
valencene t t t 0.1 t
germacrene B 0.1b 0.1b 0.1b
B-bisabolene 0.5
a-bisabolol t

data followeg by different letters for each source
Significance at P < 0S5 as *; not significant as n.s.;y
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TABLA Il (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON
POR MARCO POIANA

Alcoholic Extracts Composition from Lemon Fruits

Table |. Composition of the volatile fraction of alcoholic extract of lemons collected in Sorrento area
January February March  April May  June July  August November Sig.

heptanal t t t t t t t 01 t - i
a-thujene 0.60¢ 0.66c 0.7ab 072 08 05 0.5¢ 05¢ 0.6b¢ b '

Na-pnene 260 2%c  28abc 302 2%c 2% 24 21c 27
camphene 0.1bc 0.1bc 0.1ab (5] 0ibc  O.bc 0.1¢c 0.1c 0.12b =3
‘sabinene 29 30 33 38 32 33 30 29 32 ns.

\ ppinene 168 170 1.7 174 181 192 179 166 165  ns

\ myrcene 150 1.50c 172 1.7a 14c 14 1.4bc 1.50¢ 1.8a ol
octanal 0.1b 0.1 0.1b 0.1b 01 0.1 0.1b 02a 0.1 B
a-phellandrens t t ! 1 ! t t t t ns.
a-terpinene " 0.2d 03a 03a 0% 02 024 02d 0.1e =2

\pqmgm 0.1a O.1c 0.1¢c 0.1c O.1c Q.1bc 0.1b 0.1a 0.1bc -«
fimonene 55.9ab 554  527bc  490c  528bc 53%d 5722 569 55.9ab oy
(2)-B-ocimene t t t 01 01 t t 1 t ns.
(E)-B -ocimene 0.2abc 0.2cd 0.2ab 02a 02abc 02bed 0.1d 0.2c4 0.2abe =

plerpinene 13.7abc 13.6b¢ 1482 144ab 144ad 136c 1129 1.4 133 2
trans-sabinene hydrate 0.1bc Ofabc  Ofabc Ofabe 01c O.1c 02ab 02a 0.1abe ¥
terpinolene 029 05de 0.6ab 06a 05bc  05cd  Q4ef  04de 0.4t & |
inalool 0.2bcd 026 0.2ab 02a 02d O1d 02¢ 022 0.2ab =
cis-sabinene hydrate tc te te 0.1a 01 0.1b 0tab 0tad tc 2
nonanal 0.1¢c 02¢ 02 0.20¢ 02c 02¢ 0 03a 02c %
cis-p-menth-2-en-1-ol t t t t 1 t t t t ns.
irans-p-menth-2-en-1-ol t t t t t t t t t ns.
camphor t t t 1 t t t t t ns.
citronakal 0.1d 0.1bc 0.1bc 02a Oibed Ofcd Qfcd  02ab 0.1cd S
nonanol t t 1 t t t t t t ns.
borneol t ! t t t t t 1 t ns.
terpinen-4-ol t 01 01 0.1 t t 01 0.1 01 ns.
a-ferpineol 04 03 03 04 04 03 04 04 04 ns.
decanal td ted ted Ofbc  Otbed Obed O.1b 02a td 5
octyl acetate t t ! t t t t t t ns.
nerol te 0.1¢c fc 01c 0.1¢ 0.1¢ 02 0.3a 0.1c o
citroneliol t t t t t t 1 t t ns.
neral 0.7cde 0.8bed 0.90c 12 08bcd  08de 05e 0.5 106 ®
canvone t t t 1 ! t t 1 t ns.
geraniol 1 01 t 01 0.1 t 01 0.1 0.1 ns.
geranial 08cde 1.1bed 1.26¢ 17a  10bcde 07e 08de  08de 1.3 i
perillaidehyde tc tc te tc te te 0.1b 01a tc 2
undecanal tel tdef t 0.1ab tede  thed 0.1bc 0.1a tdef »
citronely acetate tc 0.1bc tc 01a the the 0ibc  O.1ab te %
neryl acetate 02e 0.3de 03de 08¢ 05d Odode 07> 122 02 22
geranyl acetate O.fe 0.3de 0.3de 07a O4cd 03de 0S¢ 08ab 0.1e - 3
letradacane t t t t t t ! t t ns.
dodecanal t t t 01 ! 1 t t t ns.
cis-a-bergamotens t t t t t 1 t t t ns.
Bcaryophyflens 0Z¢ 03¢ 02c 03 O0ac 0% O 0%c  02¢ ™
trans-a-bergamotene 0.30c 07a 03¢ 06ab Odabc O0dbc  03bc  Odabe 03¢ *
@f-tamesene t t t t t t t t tr ns
citronellyl propionata t t t t t t t t t ns.
a-humuene t t t t t t t t t ns
(€)-f-arnesens t t t t t t t t t ns.
p-santalene t t t t t t t 0.1 t ns.
geranyl propionate t t t 1 t 1 t 1 t ns.
valencens te te te 0fa tab b tb 0.1a tc w4
germacrene B 0.1¢c 0.1a 0ibc  Ofab Ofab Oibc  Oibc  Ofabe 0.1abc N
frbisabolene 0.50¢ 0.66¢ 0.4b¢ 0% 06b 06c  0Ste 05 04c vz
abisabolol t 0.1 t 01 t t 01 t 1 ns.
e el ’ ‘ ok ey y iple Range Test; s P <001 israported as **;
significance at P < 0.05 a5 *, not signiicant s .81 = trace

|
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Apéndice B

TABLA Il
COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR DI VAIO
Table 1
Natural and synthetic lemon oil composition
Compounds Natural essential oil ‘Synthetic’ essential oil
Composition % by weight Main classes % by weight Composition % by weight
o-Thujene 0.564 -
=-Pinene 1.566 -
Sabinene 1.942 -
(-Pinene 10.052 Terpenes® -
Myrcene 1.848 92.758 -
Limonene 65.016 80.641
y-Terpinene 10.336 12.117
Terpinolene 0.579
Linalool 0.262 0.718
Nonalool 0.150
Terpinen-4-ol 0.311 Oxygenates® -
Neral 1.410
Geranial 2.058 5.134 4416
Neryl acetate 0.456 -
Geranyl acetate 0.441 -
B-Caryophyllene 0.478 2.108
x-Bergamottene 0.771 Sesquiterpenes® -
Bysabolene 0.841 2.108 -
TABLA IV

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON
DE BANVENUTI

Rabtive » Vime: CIFMawc: Asp: QO005H Volis

07 07
limonene
0.6 0.6
4.5 Q.5
0.4 04
VYolts
0.3 03
0.2 B-pinene 0.2
7-terpinene n-dodecano
0.1 Q.1
myzcets wpinene i }{ q
0.0 A J 0.0
10 15 20
Minutes
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TABLAV

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR SHAW

Shaw

J. Agric. Food Chem., Vol. 27, No. 2, 1979
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TABLA V (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR SHAW

Shaw

. Food Chem., Vol. 27, No. 2, 1979

\gric.

JA

248

1490
w0 o'T 5'6°0
(800 0% s I u'3'0 ¢'90°0 08°0 w'e’0
a'n80°0 y€°0,30 ,80,20 69 n%0TuE0 wS'0 ;50 p'90°0 5'€0°0 430 40 u'T'0 [oaurdan-»
% €0
V0. €0 Q9L 770 +'10°0 0'1°0 '90°0 ¥80°0 0%'0 4'90°0 10-F-uauidiay
ql0 [o-T-uauidiay
060 ajeIpAy auauiqes
q10°0 »60°0 480 jourjoo
2 q10°0 ul’0 ul’0 , ul’0 [ouruou-1
(1N 1£°0,T°0 290°0 [o1ou
€0 [0-T-uaipryjuaw-d-g'z-sun.y
26'0 [0-T-uatpeyjua-d-g*z-s1>
200 [0-p-udIpeIuOW-d-g' 1
ub'T A9 4T
m'n 88T LTTL9T
x.u.oun ST 0T 088 4'T'T
mnro ; 10T ; ws'0,2°0 a'6'0 520 u'0'T w'9°0
an'¥30 TP ,9T ,9°0, ww qI'0 «Z°0 n'60°0 sT°0 5'80°0 p'L0°05'€0°0 47’0 mm'€0 26°01'€°0 |oojeury
'
14900 €0 290°0 5'10°0 odandos;
26070 [ourjday
148°0 47070 5'10°0 [o1uraad
q0'T [oyouay
mm¥0°0 owajd
q90°0 o?0°0 [ourdap
g .
rmyvo 1'6°0,'2°0 w390 580°0 5'T0°0 [orpuon©
»70°0
1370 5'10°0 »'€00°0 09A2RD-SUDL)
p¥0°0
J'28°0 230°0 2'T0°0 100A18D-819
q9°0 [oauioq
2600°0 foyodre [Azuaq
s[oyoap
2£00°0 drouedapun
4200 o¥0°0 dloueo
»10°0 dtouruOU
i »700°0 droueyday
£900°0 ' dtouedopop
2£0°0 drourddp
2900°0 oipuOn
- spIo
spuqdAy  jowredioq  aduwvio owip awi ‘gD uoway upepuew jmajadead ueio jooms
pus P pansp
saroads =
0y

S[10 [BI3UASSH SNAILD U punoy sjuauoduio) 3o (%) sanuend) A

106



FROULTRD
DE

m
©
L
°
c
\©
o
<

TABLA V (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR SHAW

Shaw
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Apéndice B

TABLA V (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR SHAW

i
m Me'l
= mppb0 08'% 480
o 3y 90 mal’0 pp'22 S0
S u¥0 pp'y9°0 uyo
- 14870 ...1%3 F Hug'0 1490 J'pp'a2 €70
5 »8ro 16T, FT o800 u8°0 291°0 pp'T°0 o' ¥0°0 pp'€0 t.:..m”w.o [BuTIO0
- w
g 180 20'60°0
: sy 170 we'0 ppL'0 pp'L0°0
E  app'P00 £€°0 ,'T0 W80 pp'Z'0 5'60°0 2800 ma'pp'¥0°0 pp'20'90°0 [eueuou
8 w@'0 44'80°0
141°L0°0
m >..=N.o ao.«. 17900
S amyL00 wett  wEl, 80 : 4'220°0
£ 15900 «'F0 'S0 £V0 14900 1/80°0 25'10°0 [erou
< 1J30°0
S 1900°0 [euexay
?p90°0 #r90°0
pp¥0°0 pp S0°0 pp £0°0 reueyday
w'y%0
204'91°0
4PT0
€°0 1310
a‘ng'0 530 1600
2244'80°0 n8°9 w€'s ,'9'T a'L0°0 Pl 1/'L00
P . T ‘6°0 5'0° ‘an” AT ‘a0 BIUvIa ]
1/'80°0 a&%m we' g #'6°0 5'9°0 14900 mmy/T0 25'90°0 fenae
223°0 JST0 130
Jppiu T°O p 300 14'pp% 0 2060°0
14100 2900°0 ppT0 2'900°0 pp'T'0 55'80°0 1'50°0 [euvoapop
wl'0 55'9°0
32'pp9°0 460 490 J4pp 80
224,870 5970 4,70 uiyo
an'u's0 w30 a'pd0 4'e0
4PT0 460°0 ul'0  pp'T'0.5'90°0 20700 mm9'0 4;'8°0 t._.u.m u'T'0 [eueosp
r1v'o
a'n'L30 wd'0
mn'18°0 170 ,'8°0 u¥'l 10 5'€0°0 »8°0 au'T°0 mm¥1°0 wyl'0 [E[[PU0I1D \
) &'00€°S ppb'C 20'00G 0
o 2000 L8 *C8I-1'C 20900 207qq'po L0
T 0080 -1'e 009°2-0'C 00'90°0 qq'00'90°0 [ex31o
sapAyape
29°0 2£0°0 [oyod[e [AzusqAyeway-d* oo
u 29 43°0
s *n'67 2'80°0 a‘¥0°0 [owAy3
4 210 [otuezaforp Ayeazay
= ql’0 40 [oaurdiay-g
& mnl'T
(panuyuo)) °191qrL
O

108



FROULTRD
DE

Apéndice B

TABLA V (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR SHAW

Shaw

410 280°0 auauped-L
4210 auauIpu-©
. EL
s...v.m.o n0'¥ w'8'0
an q6°0 yy'c'9T sYT0 auajoqesiq-g
«'m'n6'0 ; /
&'a'n LT0 q%'0 £'n9'% w¥'0 w90'0 auajowwdiog-o
SUOQAEI0IPAY
pS0°0
2'200°0 ajegaoe [Aurdiay
pr’0
2'800°0 feyoor [A|1aad
2¥0°0 pP0°0 5'20°0 mm 10 wl'0 e300 (4300
uG'0 ul'0 2pBWI0] [A1au
ryy'sT’€ w?'0
a‘n¥’0 9100 n'9's 180510 p1'0 5'90°0 maG'0 wl’0 237008 [A1ou
2100°0 2ju300e [A-g-uayjuawr-d-|
2800°0 2ju300e [A-G-auadipeyjuaw-d-g'1
Fdd
488 11
110 JPIT 60,80 9w908 [A[BUl]
1420 19°0 50 9jewiIo} [Auviad
p1’0
ul'0 1wy c1'E *T 2'70°0
a'n'80°0 90 q€°0 n'98°0 w2010 2'€00°0 23v300u [Auviald
2800°0
ul’0 2900 2'G00°0 amS1°0 ’ 2jej008 [A00p
10 T
r1'80°0 180,10 2jrWII0] [APUOI}D
14v°0
11800 19°0,'3°0 26°0 w'¥0'0 pl'05'70°0 aje390e [£]jpU04310
519159
w&'0
pp,£0°0
pp'02 60°0
32'ppd’0 22'T0°0 |euedapun
23:1°0 1460°0
190°0 18070 110 4480°0 44'90°0 [ouBdIpEI]
60°0
:mE.wo.o [esuauis-g
%0 1£0°0 |esuauls-»
d1'0 5'80°0
2600 5'€00°0 mmG0 180°0 apAyape((ad
spuqdy jowedraq  efuvio aw| awi ‘g0 uoway urgpuew jmagadead ajuelo j9ams

F pue 21q
saroads
Y30

pa[sp

250 J. Agric. Food Chem., Vol. 27, No. 2, 1979

.

(panuyuop) °I9IqRL

109



FROULTRD
DE

m
©
L
°
c
\©
o
<

TABLA V (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR SHAW

-
w
~
o
>
o
g
& yal'® L wl’®
& 9% uutal'CT 67 .87 102 47T
5 anl? w' 1’ /9% 48T wu'S'T
> 181 g0t wi' LT W13 502 mmL'G ww's'T
g u'TT 9870 w' L0 ' T'T w60 '@l y6°T ww'?l  2'TTu'60 aueo1Aw
2 210 ausjoINNW-»
S 0100 auajojiduo]
M . ay'u'p¥6
w s08 yy 9L 40 66
$ 5 ww VL 456 ..“mm yLé
< 19,78 . vt Mok q,88 #,L8 1,96
= r1e8 s wy'n V9w 89 w €9 /¥8 p'E8 4496 w'€6
m'n'C8 L% 198 yy's'n 8Y ww 89 an 6L 466 suisa B8
yy'aa' L9 £9% 6L ,'VL q09 wu' LY *'9L-V9 289 99 mmiww'98 wwoo'88 o'€8 ousow
m'nl%0 wd'0 280°0 suoWNY-g + -0
wl00
120°0 QuasauIr)
21°0 41’0 5'90°0 auouwoe-v
a%'0 auowae-A
3&.0 '
m*nG9°0 2'€°0 ¢'L0°0 mm90°0 19070 auawoo-g
90 auozksAyjowp-d-o
03’8 p'8'C
292 w67 4y 61291
w2 V0 ue'l ayLT - wy'80 90
u'€'0 9’11 wiw'S0  ww'60 690 w70 u'@0 Al u8'0 auawko-d
wl0 auaqaqnd-g
mm10°0 auarvdod-g
P20
2'90°0
0'800°0 am90'0 auondod-o
p60°0
&'mn60 2700
o grarn LTG0 q€’0 «n9'C w0 0300 mm€'0 auaAydoAand
2 A0 4900
= yy'n 1’0 A20°0 yy ¥00°0 auaId- ¥
; w36’ T ob'0
160 S0 3080’0 .
14'8°0 160,70 870 S0 w30 2wy 10°0 4480 suoyduwed
s pG’0 mn1'0 wl'0 auaupuo-v
(panuyuo)) °1919%L

110



FROULTRD
DE

m
©
L
°
c
\©
o
<

TABLA V (CONTINUACION)
COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR SHAW

10 (8961)

280

-unewnod (ega ) Lajueyg 2
VG PUR POITORY 40

IUIGUI0D DUDUIGES PUE QUBUI-0
0 ‘uow| (1Aay) sexa], pue vuoz
g a

ASS NI oy AJUO
(uod auajAydosien

(¥ US pue STUOYSO 4
(1261) 121017 o “(¥L6T) uewsjoy

P, (€9

029V

yyS'L 26381 a%v
n'L9 n'Lvo uLr-ge
al’0
060
2600°0
aal0 «al0°0 aa10°0

#90°0

»€0°0

»'900°0
s70°0 5'600°0

N (¢ "POUIqUIOD sjusuduIs-g pue -o

spoyjeow u

pue o:ﬁaEmu._vm.c %
S n (9L6T) uesag pue pung ; "Auo sjdwes
*Auo ajduwes aanjew

(8L61) MVYS PUL UOSIA 1, “JI0 JOWRAIDG aa
(9961) uspioag pue ASJUNE] JO vjRp WO pa;

*(8961) AqpaoN puv taysiy jo vjep woiy paje[noe) ,,

TRMOR) o5 (TLBT) '[® 10 PIojIoM ,, “(TL6T) 'Te 30 UO0SIDI33] 4y
“PRUIGUIOD DUBDIAW puUE dUBUIG-9 ,,,, (PRIUSsaId BIED WO Paje[noren) awi passaxd-pjoo
Y ‘erurogie) (396 1) "¢ 39 epoy[ i “UHBPUBW URIIDIG ((996T) 0Iqe[e) pue axowy, (] n
Ui ueIsIng (TLE1) ¥ 10 MeyS ,, ‘oBueio ajduwia], a3 (9L6T)

ora jo juadiad ajenoed 03 (9L61) UOSA0ISI3] puE poppeag JO sanjea apAyape juadiad 2303 ay)
USUSPUOD proe dunjiqaeq pue auipuadid-urjiuea ‘(196 T) "2 30 vweLoyox o

‘pazAeue sojdwies 61 jo [0} ® 10] 2 seduey (896T) tayjuny

104302 (FLT) “[2 90 o3duL ¢ "pojrodaz Kuo sapdwes aanjew
(896T) "1k 90 Aemeny o andjuey ‘oppiueio vdoyng ‘unepurw

ue meys,  cojduwes aanjeuwi-)sow “4inagadels ysae) ue ‘aurzague) Loueq ‘afueio unu
4 S, ol J YSIBI P a TUACEY

PIDADH IDPIDPRSIDU SNGL) ¢ (L9BT) ‘[ 10 BMRNORI, [O[[OUOIND pur [B20N 4
ysuewey o, cmysun snagi) (6961)

6T) s1eA03

am$'L
‘

«w 8'6-2°9

4€0
4£0°0

680
ad'€'0

(096 1) pawquaog , “203u) 0k1 snaj) ; “(gL61) BYoRNRL puv 01,

“(0ounmyg vyvynanzas sna1y) uLepuew uelIs (96 T) syeAoy] pue wEny ,

sl
u'Te
-1

01

aa10°0

o170
2030°0

w80 ,'10

s9[1jR[OAUOU

ueihdoapAyerjay
JAuA-g-[Apawing-9‘9‘g

BELCE)
1Ay19wW [oyodfe [AzudqiAyjowiay-d o'
oyjo [Aypewt jowhyy
[ouid
APIXO [0OJRUl[-SUD.L)
9pIXO [0O[RUI[-510

ueinjoipAyeijag
.A_,nzu;?z:._bsz.HYm..T?SmE_v.N.N
djepueIyjue [Ayjewip

?[0auUId-g'T
ajodu-p*1
Snoaue[[@OsIW

auojeyjoou
auoudjdoy[Lyjowr

uOoATED
saU0joy
ausduULEA
auwdapun
auedapLy
auanjoy
aualnygy-o

(ponunuop) 1 a1qey,

|

111



FROULTRD

Apéndice B

TABLA VI

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON
POR KIRBASLAR AND BOZ

Kirbasglar et al.

Table . Quantitative composition (percentage) of lemon (Citrus limon (L.) Burm. f.) peel oil reported in the literature (1-39)

Monoterpene hydrocarbons

camphene 0.493 (1) 0.05 (4,26,38) 0.06 (5,12,22,27,34)
0.07-0.08 (6) 0.03 (7) 0.05-0.07 (9)
0.058 (13) 0.04-0.07 (14) 0.05-0.06 (16)
0-0.1(17) 0-0.64% (18) 0.08 (19)
0.2-05 (20) 0.059 (21) 0-0.07 (24)
0.1(25) 0.05-010 (29) 0-0.05 (31)
0.044-0.094 (32) 0.07 (36) 0.0423-0.0428 (37)
0.03-0.04 (39)

8-3-carene 0.004 (4) 0.02 (5) 0.004-0.006 (6)
1(7,26,29,34,36) 0-(9,17) 0.003 (12)
0.005 (13,21) 0.01 (14,22) 0-2.529 (18)
0-0.04 (31) 0.0045-0.0062 (37) 1-0.01 (39)

p-cymene 1.08 (1) 0.04 (4) 0.13 (5)
0.03 (6,19) 0.02-0.03 (7) 3.20 (8)
0.18-0.58 (14) 0.50-1.28 (15) 0.18-0.20 (16)
0.1-7.8 (17) 0-1.57% (18) 0.6-1.1 (20)
67.15% (22) 0.06-0.081 (24) 0.4 (25)
66.30 (26) 0.97 (27) 0.170-0.420° (29)
0.7(30) 1.02-2.93 (31) 0.43-2.00 (33)
65.2277(34) 0.16 (36) t(37)
0.19 (38) 0.02-0.08 (39)

p-cymenene 0-(17)

limonene 75.6 (1) 72.0 (2) 68.72 (4)
61.77 (5) 58.47-60.36 (6) 75.74-76.48(7)
61.89 (8) 69.05-70.17%(9) 64.586 (12)
66.046 (13) 65.06-67.65 (14) 77.10-79.36 (15)
56.60-59.34 (16) 48.6-70.5 (17) 220.3-315.5% (18)
64.62 (19) 54.0-80.0 (20) 65.866 (21)
67.15 (22) 70.08-76.50 (24) 70.4(25)
66.30% (26) 68.8 (27,30) 60.20-71.06 (29)
56.99-60.71 (31) 64.073-70.774 (32) 65.227°(34)
60.18 (36) 61.5571-63.0510 (37) 64.34 (38)
65.96-75.99 (39)

myrcene 8.02(1) 1.50 (4) 1.45 (5)
1.22-1.33 (6) 1.74-1.77 (7) 1.24 (8)
1.51-1.78 (9) 1.535 (12) 1.480 (13)
1.34-1.55 (14) 1.55-2.00 (15) 1.30-1.38 (16)
1.1-1.5 (17) 10.5-18.9° (18) 1.43 (19)
0.9-12.7 (20) 1.478 (21) 1.58 (22)
1.14-1.58 (24) 1.91 (25) 1.47 (26,27)
1.39-1.52 (29) 1.3 (30) 1.34-1.40 (31)
1.509-1.597 (32) 1.27-1.53 (33) 1.466 (34)
1.52 (36) 1.3289-1.4788 (37) 1.10 (38)
1.45-1.75 (39)

ocimene 1.48° (8) - 0.04° (27) =

The botanical name for grapefruit tree is Citrus paradisi
Macf. Someimportant varietiesare Duncan and Marsh seedless,
which give colorless oils. Grapefruit oil is a valuable ingredi-
ent in foods and beverages, as well as perfumery and cosmetic
products. Several reviews comparing the volatile chemical
composition of grapefruit and other citrus oils can be found in
literature (14,20,23). As mentioned above, these peel oils have
been the subjects of numerous investigationsabout cold-pressed
grapefruit peel oils over the last 40 years (40-66). Quantitative
compositions of grapefruit peel oil components were reported
in the literature are shown in Table II as a comparison base.
These studies were designed to infer what was responsible for
its characteristic aroma and flavor.

526/Journal of Essential Oil Research

Shaw (20) found that the reported valu

ranging from 86-95%, for a-pinene 0.2-1.6% and for oc(aml
0.3 0 6% “Sawamura et al. G’)mt’kﬂ’t%
“content of avariety of Citrus species, their cultivars and some
‘hybrids. They Toundthatthe grapefruitoil, whichwas obtainecl
from Duncan cultivars, contained 0.10-0.19% nootkatone s
compared to a lower level for another unnamed cultivars. It
was interesting note that the highest nootkatone levels (0.46-
1.00%) were foundin pummelo (Citrus grandis Osbeck) types.
Feger et al. (63) examined three commercial samples (Israel,
Cuba and Florida origins) grapefruit oil and compared thein
to oil of a grapefruit hybrid.
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Apéndice B

TABLA VI (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON
POR KIRBASLAR AND BOZ

Turkish Lemon and Grapefruit Peel Qils

e W e

Table I. continued

(E)--ocimene 0.12 (5,21) E 0.09-0.17 (9) 0.056 (12)
0.129 (13) 0.1-0.60 (14) 0.18-0.32 (15)
0.08-0.10 (16) 0.1(17,22,30) 1.80-4.09 (18)
nq (19) 0.11-0.19 (24,31) 0.3 (25)
0.13 (26,36) 0.07-0.15 (29) 0.085-0.152 (32)
0.10-0.16 (33) 0.149 (34) 0.1231-0.1611 (37)
0.07-0.29 (39)

(2)--ocimene 0.07 (5,36) 10.10 (9) 0.033 (12)
0.068 (13) t(15,17,30) 0-1.559(18)
0.04 (19) 0.066 (21) 0.05 (22)
0.2 (25) 0.08 (26) 0-0.04 (29)
0.039-0.090 (32) 0.12-0.14 (33) 0.094 (34)
0.0455-0.0759 (37) 0.08 (38) 0.03-0.20 (39)

a-phellandrene 0.221 (1) 0.04 (4,5,6,7,16) 0.16-0.21¢ (9)
0.135¢ (12) 0.111¢ (13) 0.01-0.10 (14,16)
0.06-0.08 (15) 04 (17) 0.2 (20)
0.118¢ (21) 0.07 (22,26) 0.01 (24)
0.1(25) 0.03 (27) 0.04-0.06 (29)
0-0.03 (31) 0.092-0.142¢(32) 0-0.14 (33)
0.039 (34) 0.08 (36) 0.0395-0.0422 (37)
0.26 (38) 0.04-0.12 (39)

B-phellandrene 0.776 (1) 0.322 (5) 0.39-0.55 (16)
0.3-0.6 (17) nq (19) 0.28 (27)
0.17-0.42°(29) 65.227¢(34) t(38)

a-pinene 1.30 (1) 1.72 (4) 1.77 (5)
2.11-2.15 (6) 1.41-1.50 (7) 1.47 (8)
1.65-1.98 (9) 2.041 (12) 1.878 (13)
1.23-1.94 (14) 0.80-1.53 (15) 2.04-2.29 (16)
1.3-2.3(17) 8.55-16.69 (18) 2.55 (19)
0.4-5.0 (20) 1.947 (21) 1.92 (22)
0.44-1.26 (24) 1.8 (25) 1.70 (26)
222(27) 1.27-2.27(29) 1.8 (30)
1.20-1.30 (31) 1.164-2.057 (32) 1.16-1.61 (33)
1.921 (34) 2.23 (36) 1.1299-1.3266 (37)
2.11(38) 1.12-1.51 (39)

B-pinene 0.744 (1) 12.4 (2) 10.13 (4)
11.89 (5) 5.62-17-29 (6) 5.38-6.44 (7)
13.75 (8) 11.13-12.24¢ (9) 13.825¢(12)
14.3547 (13) 9.77-12.41 (14) 0.65-0.99 (15)
14.46-17.10 (16) 11.2-15.8 (17) 57.8-138.07 (18)
13.95 (19) 2.2-13.9 (20) 14.313¢ (21)
13.887 (22) 4.93-8.64 (24) 13.67% (26)
11.54 (27) 8.34-9.42 (29) 12.8 (30)
8.78-9.74 (31) 10.172-14.400° (32) 8.32-14.25 (33)
13.128 (34) 18.15¢ (36) 9.2740-10.8031 (37)
12.64 (38) 6.66-10.81° (39) 42(25) -

sabinene 1.65 (4) 1.88 (5) 2.48-2.68 (6)
1.09-1.17 (7) 2.32 (8) 11.13-12.24% (9)
13.825¢ (12) 14.354% (13) 1.21-1.93 (14)
1.15-4.87 (15) 2.18-2.62 (16) 1.7-2.2 (17)
2.32 (19) 0.5-1.5 (20) 14.313¢ (21)
13.88 (22) 0.85-1.51 (24) t(25)
13.67¢ (26) 0.93-1.52 (29) 1.2 (30)
1.23-1.30 (31) 10.172-14.400¢ (32) 1.46-1.76 (33)
18.15¢ (36) 1.5495-1.7133 (37) 1.08 (38)
6.66-10.8¢ (39)

a-terpinene 0.672 (1) 0.32 (4) 0.322 (5)
0.28-0.32 (8) 0.26-0.27 (7) 0.19-0.28 (9)
0.249 (12) 0.204 (13) 0.19-0.20 (14)
0.20-0.21(16) 0-0.2 (17) 0.03 (19)
0.7 (20) 0.181 (21) 0.18 (22,26)
0.06-0.13 (24) 0.3 (25) 0.12-0.30 (29)
0.1 (30) 0-t (31) 0.164-0.247 (32)
0.13-0.19 (33) 0.204 (34) 0.16 (36)
0.1424-0.2418 (37) 0.01 (38) 0.15-0.23 (39)
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Apéndice B

TABLA VI (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON
POR KIRBASLAR AND BOZ

Kirbaglar et al.

A
Table . continued
yerpinene 11.8 (1) 8.3(2) 8.55 (4)
10.67 (5) 9.39-9.78 (6) 7.80-8.03 (7)
y 5.39 (8) 8.36-9.18 (9) 10.924 (12)
9.334 (13) 9.67-10.55 (14) 7.32-8.85 (15)
9.08-10.24 (16) 1.3-11.1 (17) 66.8-80.29 (18)
10.25 (19) 2.9-14.0 (20) 9.393 (21)
8.88 (22) 6.00-9.51 (24) 11.8 (25)
9.47 (26) 7.98 (27) 8.06-9.45 (29)
8.7 (30) 4.79-7.97 (31) 7.329-10.904 (32)
8.48-10.54 (33) 9.758 (34) 10.10 (36)
9.78 (38) 11.3867-12.3426 (37) 7.16-11.11 (39)
terpinolene 0.39 (4) 0.53 (5) 0.36-0.39 (6)
0.35-0.37 (7) 0.50 (8) 0.25-0.41 (9)
0.482 (12) 0.392 (13) 0.41-0.46 (14)
0.42-0.55 (15) 0.33-0.40 (16) 0.5 (17)
3.35-5.20° (18) 0.41 (19) 0.6-0.9(20)
0.375 (21) 0.36 (22,27,36) 0.38-0.59 (24)
0.8 (25) 0.39 (26) 0.39-0.52 (29)
0.2 (30) 0.30-0.39 (31) 0.321-0.474 (32)
0.35-0.45 (33) 0.392 (34) 0.5264-0.5930 (37)
0.47 (38) 0.31-0.48 (39)
a-thujene 0.38 (4) 0.41 (8) 0.44-0.45 (6)
0.34-0.36 (7) 0.41-0.66 (9) 0.495 (12)
0.418 (13) 0.27-0.43 (14) 0.31-0.47 (15)
0.2-0.4 (17) 2.11-3.60° (18) 0.436 (21)
0.40 (22) 0.07-0.28 (24) 0.3 (25,30)
0.37 (26) 0.27-0.43 (29) 0.20-0.28 (31)
0.333-0.494 (32) 0.25-0.31 (33) 0.427 (34)
0.47 (36) 0.2589-0.3198 (37) 0.26-0.39 (39)
tricyclene 0.01 (21,22,26,36,47) 0.008 (34) 0.0033-0.0036 (37)
0-0.03 (39)
quiterp o4 bons
aromadendrene 0.01 (19)
allo-aromadendrene t(19) 0-0.05 (31)
bergamotene 0.20° (8) 0.36-0.40" (9) 0-0.70° (18)
o-bergamotene 0.32° (5) 0.18-0.22 (15) 0.39-0.46 (16)
0.21 (19) 0.37° (38)
cis-a-bergamotene 0.03-0.04 (14) t(34)
trans-a-bergamotene 0.37 (4) 0.35-0.40 (6) 0.34-0.42 (7)
0.362 (12) 0.326 (13) 0.46-0.53 (14)
0.3-1.3 (17) 0.4 (20) 0.336 (21)
0.34 (22,34) 0.11-1.76 (24) 0.3 (25,30)
0.39 (26,36) 0.22° (27) 0.17-0.28 (29)
0.17-0.82 (31) 0.296-0.400 (32) 0.37-0.54 (33)
bicyclogermacrene = nq (16) 0.05 (26) 0-0.12 (31)
0.041 (34) 0.06 (36) 0.1369-0.1758 (37)
1.84 (38) 0.02-0.11 (39)
o-bisabolene 0-0.2 (17) 0.04 (22,26,34,36) 0.0599-0.0748 (37)
0.03-0.07 (39)
B-bisabolene 0.56 (4,27) 051 (5,22) 0.53-0.62 (6,9)
0.50-0.62 (7) 0.60 (8) 0.546 (12)
0.509 (13) 0.68-1.0 (14) 0.02-0.09 (15)
0.4-2.0 (17) 0.31 (19) 0.14-1.4 (20)
0.495 (21) 0.20-2.50 (24) 0.5 (25,30)
0.57 (26) 0-0.29 (31) 0.456-0.603 (32)
0.62-0.81 (33) 0.499 (34) 0.58 (36)
0.7232-0.7893 (37) 0.46-0.88(39)
+bisabolene t(34)
vcadinene 0-0.42 (31)
&-cadinene ng (18) 0-0.42 (31) 0.1 (25)
cadina-1,4-diene 1.34 (31)
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TABLA VI (CONTINUACION)

POR KIRBASLAR AND BOZ

Table I. continued

B-caryophyilene 0.25 (5) 0.10 (8) 0.24-0.31 (9)
0.252 (13) 0.03-0.07 (15) 0.13-0.23 (16)
0.312(12) 2.91-5.98% (18) 0.233 (21)
0.12-0.93 (24) 0.3 (25) 0.22 (26)
0.22 (27) 0.13-0.19 (29) 1.2 (30)
0.23-0.47 (31) 0.227-0.310 (32) 0.18-0.25 (33)
0.241(34,36) 0.24 (4) 0.23-0.26 (6)
0.20-0.28 (14) 0.25 (19) 0.3 (20)
0-0.7 (17) 0.26 (22) 0.21-0.27 (7)

«-copaene 0-0.41 (31) 0-0.08 (24)

a-cubebene t(19)

p-cubebene nq (19)

B-elemene 0-0.07 (31)

3-elemene 0.01-0.03 (14)

yelemene nq (16) t(19,38) 0.01 (22)
0-0.06 (31)

farnesene 0.40-1.737 (18)

(E)-B-farnesene 0.03-0.04 (14) 0.04-0.08 (16) 0.2 (17)
0.04 (21,38) 0.05" (22,26) t(27,48)
0.013 (34) 0.03-0.06 (39)

(E,E)-c-farnesene 0.2 (25)

(2)-B-farnesene 0.047' (13) 0.04-0.06 (14) 0.044% (21)
0.038/(34) 0.03 (36) 0.0401-0.0424 (37)

germacrene D 0-t(15,17) 0.02 (22) 0-0.16 (31)
0.01 (36) 0.0104-0.0146 (37) 1-0.02 (39)

a-humulene 0.02 (4,6,7,12,16,22,26,36) 0.03 (5) 0.02-0.08 (9)
0.016 (13,21,34) 0.03-0.04 (14) 0-(17)
1.04-7.97 (18) nq (19) 0.2(20)
0-0.34 (24) t(25,38) 0.01-0.03 (29)
0-1.07 (31) 0.014-0.020 (32) 0.0296-0.0423 (37)
0.02-0.04 (39)

longifolene nq (19)

c-muurolene 0.12-0.33 (15)

8-muurolene nq (16, 19) 0.01 (38)

y-muurolene t(22) 0.02 (26) 0.01 (36,39)
0.0076-0.0124 (37)

a-santalene ng-0.01 (16) t(38)

B-santalene 0.049 (12) 0.047' (13) nq (16)
0.044™ (21) 0.05™ (22,26) t(27)
0.046-0.057 (32) 0.038' (34) 0.01 (36,38)
0.0180-0.0198 (37) 0.01-0.02 (39)

B-selinene 0-nq (16) 0.01 (38)

valencene 1-0.02 (9) 0.002 (12) 0.028 (13,21)
0.03-0.16 (14) 0-0.05 (17) 0.04 (22,26)
0-0.24 (31) 0.025 (34) 0.02 (36)
0-0.0044 (37) 0.01-0.06 (39)

Alcohols - 2

w-bisabolol 0.026 (12) 0.024 (13) 0.03 (16,26,34)
0.01(19) 0.022 (21) 0.04-0.05 (24)
0.022-0.030 (32) 0.02 (36,38) 0.0323-0.0365 (37)
0.02-0.05 (39)

B-bisabolol nq (16) 0.01 (19) 0.02 (22)
0.008 (34) t(38)

borneol ng (19) 0.02 (22,26) 0.01 (24,36)
1(25,34) 0.0232-0.0379 (37) 0.01-0.03 (39)

a-cadinol nq (19) "

$-cadinol 0-nq (16)

carvacrol 0.01(19)

carveol 0.03-0.14° (31)

campherenol 0.023 (12) 0.02 (13, 22,35) 0.018 (21)
0.019-0.0286 (32) 0-0.02 (34) 0.0279-0.0320 (37)
0.02-0.04 (39) 0.03 (28)

trans-carveol nq (16) t(19)
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TABLA VI (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR KIRBASLAR AND BOZ

Kirbaglar et al.

Table I. continued

cinnamyl alcohol
citronellol

p-cymen-8-0l
decanol
dodecanol
hexadecanol
undecanol
elemol
p-eudesmol
eugenol
(Z,E)-farnesol
(Z,2)-farnesol
(E,E)-farnesol
a-fenchyl alcohol
geraniol

cis-geraniol
trans-geraniol
germacrene D-4-ol
globulol
1-hexen-3-ol
limonenediol
linalool

1, 2-dihydrolinalool*
p-menth-1-en-9-ol
p-menth-1(7)-en-8-ol
cis-p-menth-2-en-1-ol
p-menth-1,8-dien-8-ol
p-menth-4(8)-en-8-ol
trans-p-menth-2-en-1-ol
trans-p-menth-2, 8-dien-1-ol
a-muurolol

nerol

nerolidol
nonanol

t(19)

0.15 (8)
0.029° (13)
0-nq (16)
0.03° (22)
0.027-0.068* (32)
0.01-0.07° (39)
0.01 (19)
0.03-0.04 (15)
0-0.17 (31)
0-nq (16)

nq (19)

t(19)

0.01 (19)
t(19)

t(19)

0-0.08 (31)
t(19)

1(25)

0.04 (4,26)
0.02-0.03 (7)
0.061 (13,19)
0.03 (22,38)
0.18-1.05 (29)
0.15-0.19 (33)
0.0267-0.0341 (37)
0.02-0.03 (16)
0.01-0.02 (16)
0.020 (34)
0-0.03 (31)
0.04 (5)

0.01! (19)
0147 (2)
0.13-0.21 (6)
0.10-0.13 (9)
0.08-0.12 (14)
0.2:0.4 (17)
0.08-0.3 (20)
0.21-0.63 (24)
0.57-1.29 (31)
0.108 (34)
0.77 (38)
0.03-0.10 (15)
nq (16)

0-nq (16)
0-0.1 (17)
0-nq (16)
0-0.05 (45)
0-0.1 (17)
0.01*(19)
0.01 (38)
0.04 (4)
0.02-0.05 (7)
0.028° (12)
0.05-0.27 (15)
0.035* (21)
0.10° (26)
1.82-4.26 (31)
t (34)

0.06 (38)
0-nq (16)
0.03 (5)

0.03-0.04° (9)
0.01 (14,19)
0-t(17)
1(25,38)
0.050 (34)

0-0.11 (31)
0.01 (19)

1(38)

0.04-0.06 (31)
0-0.03 (31)
0-0.05 (31)

0.93 (5)

0.10 (8)
0.01-0.12 (14)
0.02-0.10 (24)
0.26-0.58 (31)
0.032 (34)
0.01-0.05 (39)

0.14 (4,26)
0.09-0.20 (7)
0.115 (12)
0.16-0.43 (15)
3.35-13.379 (18)
0.109 (21)

0.1 (25,30)
0.116-0.145 (32)
0.13 (36)
0.13-0.22 (39)

1(38)

0.01 (38)

0.82 (5)

0.14 (8)
0.029° (13)
0-0.1 (17)
0.03° (22)
1(27)
0.027-0.068" (32)
0.07 (36)
0.01-0.07* (39)
0.01 (19)
0.005 (14)

0.028° (12)
0.02-0.08 (15)
0.035° (21)

0.10° (26)
0.0340-0.0686° (37)

0.03-0.05 (6,9)
0.024 (12)

0-0.1 (17)

t(27)
0.018-0.034 (32)
0.02 (36)

0.24 (5)

0.67 (8)

0.121 (13)
0.23-0.27(16)

0.15 (19)

0.12 (22,27)
0.18-0.46 (29)
0.25-0.37 (33)
0.2031-0.2766 (37)

0.02-0.04 (6)
0.03-0.04 (9)
0.01-0.16 (14)

0.01 (19)

0.04-0.07 (24)
0.17-0.86 (29)
0.14-0.26 (33)
0.0340-0.0686" (37)

|

q

530/Journal of Essential Oil Research

Vol. 18, September/October 2006

116



Apéndice B

FROULTRD
[v/3
WUCENIERIA

TABLA VI (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR KIRBASLAR AND BOZ

Kirbaglar et al.

Table I. continued

cinnamyl alcohol
citronellol

p-cymen-8-ol
decanol
dodecanol
hexadecanol
undecanol
elemol
p-eudesmol
eugenol
(Z,E)-farnesol
(Z,2)-farnesol
(E,E)-farnesol
a-fenchyl alcohol
geraniol

cis-geraniol
trans-geraniol
germacrene D-4-ol
globulol
1-hexen-3-ol
limonenediol
linalool

1, 2-dihydrolinalool
p-menth-1-en-9-ol
p-menth-1(7)-en-9-ol
cis-p-menth-2-en-1-ol
p-menth-1,8-dien--ol
p-menth-4(8)-en-9-ol
trans-p-menth-2-en-1-0l
trans-p-menth-2, 8-dien-1-ol
a-muurolol

nerol

nerolidol
nonanol

t(19)

0.15 (8)
0.029° (13)
0-nq (16)
0.03° (22)
0.027-0.068° (32)
0.01-0.07* (39)
0.01 (19)
0.03-0.04 (15)
0-0.17 (31)
0-nq (16)

nq (19)

t(19)

0.01 (19)
t(19)

t(19)

0-0.08 (31)
t(19)

t(25)

0.04 (4,26)
0.02-0.03 (7)
0.061 (13,19)
0.03 (22,38)
0.18-1.05 (29)
0.15-0.19 (33)
0.0267-0.0341 (37)
0.02-0.03 (16)
0.01-0.02 (16)
0.020 (34)
0-0.03 (31)
0.04 (5)

0.01! (19)
017 (2)
0.13-0.21 (6)
0.10-0.13 (9)
0.08-0.12 (14)
0.2-0.4 (17)
0.08-0.3 (20)
0.21-0.63 (24)
0.57-1.29 (31)
0.108 (34)
0.77 (38)
0.03-0.10 (15)
nq (16)

0-nq (16)
0-0.1(17)
0-nq (16)
0-0.05 (45)
0-0.1(17)
0.01° (19)
0.01 (38)
0.04 (4)
0.02-0.05 (7)
0.028° (12)
0.05-0.27 (15)
0.035* (21)
0.10° (26)
1.82-4.26 (31)
1" (34)

0.06 (38)
0-ng (16)
0.03 (5)

0.03-0.04¢ (9)
0.01 (14,19)
0 (17)
1(25,38)
0.050 (34)

0-0.11 (31)
0.01 (19)

t(38)

0.04-0.06 (31)
0-0.03 (31)
0-0.05 (31)

0.93 (5)

0.10 (8)
0.01-0.12 (14)
0.02-0.10 (24)
0.26-0.58 (31)
0.032 (34)
0.01-0.05 (39)

0.14 (4,26)
0.09-0.20 (7)
0.115 (12)
0.16-0.43 (15)
3.35-13.373 (18)
0.109 (21)
0.1(25,30)
0.116-0.145 (32)
0.13 (36)
0.13-0.22 (39)

1(38)

0.01(38)

0.82 (5)

0.14 (8)
0.029° (13)
0-0.1(17)
0.08° (22)
1(27)
0.027-0.068" (32)
0.07 (36)
0.01-0.07¢ (39)
0.01 (19)
0.005 (14)

0.028° (12)
0.02-0.08 (15)
0.035° (21)

0.10° (26)
0.0340-0.0686* (37)

0.03-0.05 (6,9)
0.024 (12)

0-0.1 (17)

1(27)
0.018-0.034 (32)
0.02 (36)

0.24 (5)

0.67 (8)

0.121 (13)
0.23-0.27(16)

0.15 (19)

0.12 (22,27)
0.18-0.46 (29)
0.25-0.37 (33)
0.2031-0.2766 (37)

0.02-0.04 (6)
0.03-0.04° ()
0.01-0.16 (14)

0.01 (19)

0.04-0.07 (24)
0.17-0.86 (29)
0.14-0.26 (33)
0.0340-0.0686" (37)
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TABLA VI (CONTINUACION)

POR KIRBASLAR AND BOZ

Turkish Lemon and Grapefruit Peel Oils

Table I. continued

2,3-dimethyl-3-(4-methyl-

3-pentenyl)-2-norbornanol 0.017 (12,13) 0.018 (21) 0.02 (22)
0.015-0.019 (32) 0.021 (34,36) 0.0072-0.0247 (37)
0.02-0.03 (39) 0.03 (26)

octanol 0.01 (4,22,26,38) 0.04 (5) 0.02-0.03 (6)
0.01-0.03 (7,14) (12,13, 34,36,39) 0.05-0.12 (15)
0-nq (16) 0.003 (21) 0.08-0.15 (24)
0.01-0.06 (29)

2,7-dimethyl-2,6-octadien-1-ol 0-nq (16) 0.041 (38)

isopulegol 0.03-0.40 (15) 0.08-0.14 (31)

trans-piperitol t(14) E

cis-sabinene hydrate 0.04-0.12 (9) 0.101 (12) 0.038 (13,34)
0.05-0.21 (15) 0.03-0.04 (16) 0.07' (19)
0.034 (21) 0.04 (22,26) 0.05 (27,36)
0.061-0.085 (32) 0.0892-0.1067 (37) 0.03 (38)
0.05-0.08 (39)

trans-sabinene hydrate t(9) 0.043 (8) 0.084 (12)
0.01-0.16 (15) 0.12-0.14 (16) t-0.1 (17)
nq (19) 0.041 (21,27) 0.03 (22)
0.05 (26) 0.067-0.101 (32) 0.024 (34)
0.0965-0.1373 (37) 0.07 (38) 0.04-0.10 (39)

selin-11-en-4-a-ol 0.009 (34)

spathulenol 0-0.1(17) 0.01 (19) 0-0.09 (31)

terpinen-1-ol 0.05-0.08 (31)

terpinen-4-ol 0.35(2) 0.14 (4) 0.45 (5)
0.07-0.16 (6) 0.05-0.06 (7) 1.34 (8)
0.02-0.05 (9) 0.030 (12) 0.038 (13)
0.06-0.10(14) 0.02 (16,38) 1-0.1 (17)
0.8-4.10° (18) t(19) 0.01-0.40 (20)
0.037 (21) 0.04 (22) 0.04-0.06 (24)
0.7 (25) 0.07 (26) 0.34-0.67 (29)
1.17-1.88 (31) 0.023-0.034 (32) 0.18-0.35 (33)
0.05 (34,36) 0.0368-0.0431 (37) 0.02-0.04 (39)

a-terpineol 0.18 (2) 0.22 (4) 0.65 (5)
0.17-0.27 (6) 0.09-0.23 (7) 2.00 (8)
0.11-0.14 (9) 0.30 (12,19) 0.196 (13)
0.41-0.84 (14) 0.02-0.05 (15) 0.26-0.31 (16)
0.2-0.4 (17) 5.63-11.877 (18) 0.2-0.5 (20)
0.166 (21) 0.16 (22) 0.21-0.63 (24)
1.4 (25) 0.19 (26) 0.15 (27)
0.41-0.86 (29) 0.1(30,33) 2.19-2.92 (31)
0.233-0.301 (32) 0.23 (36) 0.3415-0.4707 (37)
0.27 (38) 0.16-0.37 (39)

B-terpineol 0.1(25) 0.03-0.21* (31)

thymol 04(17) 0.01 (19) 0-0.04 (31)

methyl thymol 0-0.05 (15) .

verbenol nq (16) 0.01°(38)

Aldehydes

cis-isocitral 0-0.759 (18)

trans-isocitral 2.74-4.99 (18)

cinnamaldehyde t(19)

citronellal 0.07 (4) 0.06 (5,7,27) 0.08-0.09 (6)
0.18 (8) 0.08-0.12 (9) 0.076 (12)
0.083(13) 0.08-0.14 (14) 0.30-0.41 (15)
0.06-0.07 (16) 0.2 (17) 0.94-2.943 (18)
0.03 (19) 0.03-0.2 (20) 0.099 (21)
0.09 (22, 38) 0.08-0.16 (24) 0.10 (26,36)
0.04-0.08 (29) 0.080-0.109 (32) 0.10-0.22 (33)
0.079 (34) 0.1543-0.1918 (37) 0.07-0.33 (39)

cuminaldehyde 0.02 (19)
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TABLA VI (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR KIRBASLAR AND BOZ

Kirbaglar et al.

Table I. continued

decanal

(E)-2-decenal
dodecanal

geranial

heptanal
hexanal
myrtenal
neral

nonanal

2-nonenal
octanal

perillaldehyde

a-sinensal
p-sinensal
tetradecanal

tetradecenal

0.04 (4,21,27)
0.02-0.06 (7)
0.038 (13)
04(17)
0.06-0.20 (20)
t(25)
0.026-0.054 (32)
0.02-0.22 (39)
0-nq (16)

0.02 (4,19)

0.01 (14,22,26,36)
0.0168-0.0202 (37)
16(2)

1.21-1.70 (6)
1.09-1.27 (9)
0.86-1.77 (14)
1.0-2.9 (17)
0.6-2.3 (20)
0.81-3.56 (24)
0.56-1.23 (29)
1.489-2.428 (32)
1.44" (36)
0.68-4.16" (39)
0.004 (6)
0.22(8)

0-0.04 (31)

0.78 (2)
0.74-1.07 ()
0.67-0.73 (9)
0.54-1.06 (14)
0515 (17)
0.4-1.3 (20)
t(25)

0.38-0.90 (29)
0.60-1.49 (33)
1.2025-1.7643 (37)
0.12 (4,13)

0.06 (7)
0.08-0.13 (14,15)
0.54-1.912 (18)
0.107 (21)

0.13 (26)

0-0.18 (33)
0.1593-0.2566 (37)
0.02° (5)

0.07 (4)
0.04-0.09 (7)
0.111¢(13)
0.06-0.13 (16)
0.118¢(21)

0.05 (26)
0.092-0.142¢ (32)
0.1287-0.1456 (37)
0.02-0.03 (14)
0.04 (19)
0.02-0.03 (24)
1.44" (36)
0.68-4.16" (39)
0-nq (16)

0.03 (5)
1(19,26,35)
0.01-0.05 (39)
nq (19)

~ 0.03 (5)
0.04-0.06 (9)
0.19-0.34 (15)
0-1.119 (18)
0.05 (22,38)
0.06 (26,36)
0.054 (34)

0.1 (19)
0.02-0.03 (6)
0-4.45° (18)

1.22 (4)

0.68-1.28 (7)

1.532 (12)
0.03-0.11 (15)
42.3-65.367 (18)
1.490" (21)

1.34" (26)

1.30 (30)

1.22-2.45 (33)
2.0537-3.0019" (37)

1)

0.76 (4,22)
0.41-0.84 (7)
0.941 (12)
0.98-2.11 (15)
30.3-45.459 (18)
0.866 (21)
0.79 (26)
0.27-1.06 (31)
0.701 (34)
0.74 (38)

0.08 (5)
0.08-0.12 (9)
0.17-0.18 (16)
0.14 (19)

0.10 (22,38)
0.05 (27)
0.129 (34)
0.01-0.12 (39)

0.04 (5,19,22)
0.16-0.21¢ (9)
0.03-0.06 (14)
0-0.1 (17)
0.02-0.11 (24)
1(27,38)
0.061 (34)
0.03-0.04 (39)
0.05-0.18 (15)
1.49" (21)
1.34" (26)
2.0537-3.0019° (37)

0.04-0.09 (31)
0.01 (22)

0.05-0.07 (6,14)
0.044 (12)
0.04-0.08 (18)

0.01 (19)
0.01-0.10 (24)
0.03-0.05 (29)
0.0887-0.0949 (37)

1(38)
0.007-0.02 (7)
0.1 (20)

1.59 (5)

1.21 (8)

1.554 (13)
2.48-2.57 (16)
1.13 (19)
1.32" (22)
1.45 (27)
2.39-5.43 (31)
1.176" (34)
0.65 (38)

0.0027-0.0038 (37)

1.22 (5)

0.64 (8)

0.935 (13)
0.59-0.77 (16)
0.61 (19)
0.57-1.98 (24)
0.73 (27)
0.914-1.519(32)
0.86 (36)
0.41-2.47 (39)
0.21-0.27 (6)
0.082 (12)
0.1-0.3 (17)
0.09-0.3(20)
0.02-0.32 (24)
0.10-0.13 (29)
0.16 (36)

0.10-0.14 (6)
0.185¢ (12)
0.12-0.25 (15)
0.10-0.15 (20)
0.1 (25)
0.06-0.07 (29)
0.08 (36)

0.07-0.09 (16)
1.32" (22)
1.176" (34)
0.03 (38)

0.0322-0.0394 (37)
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TABLA VI (CONTINUACION)

COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DEL LIMON

POR KIRBASLAR AND BOZ

Kirbasglar et al.

Table I. continued

Oxides

caryophyllene oxide 0-0.3 (17,19) 0-0.18 (31)

isocaryophyllene oxide 0.01(19)

cis-limonene oxide nq (16) 0-0.5(17) 0.07 (19)
0.01 (22,26) 0-0.11 (31) 1(34,36,39)

trans-limonene oxide nq (16) 0-0.6 (17) 0.04 (19)
0.01 (22,26,36) 0.05-0.12 (31) t(34)
0.0043-0.0065 (37) 1:0.01 (39)

cis-limonene epoxide 0.07-0.38 (15)

cis-limonene-8, 9-epoxide t'(19)

trans-limonene-8, 9-epoxide 0.01(19)

trans-linalool oxide 0t (17)

myrcene epoxide t'(19)

a-pinene oxide 0-0.33 (31)

Others

camphor nq (16, 19) 0.01 (22) t(26,34,36,38)
0.0151-0.0188 (37) 1:0.01 (39)

carvone 0.007 (4,7) 0.006-0.008 (6) 0.04 (20)
0.0017-0.0029 (37) 0.41-2.47' (39)

cis-carvone nq (19)

trans-carvone t(19)

1,4-cineole 0.13-0.36 (15)

1,8-cineole 3,3 (25) 65,227 (34)

decanoic acid t(19)

pentadecane nq (16,19)

tetradecane nq (16) t(19)

tridecane nq (16)

1-tetradecene nq (16)

menthone 0.01 (19) 0-0.03 (31)

6-methyl-5-hepten-2-one 0.002 (4) (6,7,19,21,22,26,27,34,39) ot (17)
0.06 (20) 0.07-0.20 (31) 0.01 (36)

methyinaphthalene 0.03-0.10° (31)

neryl acetone nq (16)

2-nonanone t(19)

nootkatone 0.005-0.03 (13) 0.01-0.03 (14) 0.01 (22,26,38)
0.021 (34) t(36) t-0.01 (39)

piperitone t(22,26,34,36,39) 0.0053-0.0070 (37)

pulegone 0-0.24 (24)

solancne 0-nq (16)

undecanoic acid t(19)

verbenone 0.04-0.05 (31)

= trace; nq = not quantitated; 'does not cccur naturally; *a-terpinene + B-phellandrene; *correct isomer not “octanal + ; “sabinene + B-pinene;

“nerol + citronellol; tentatively identified; *miligrams per kilogram of essential oil; "geranial + peri B le
fa 8

+B- THF; . +p-cy  Pp-cy +B
caryophyllene; 'neral + carvong

+(2)

+ ™E)-p-

B-sant; )-p P-Cy
+1,8-cineole + limonene; ‘octyl acetate + nerol; *trans-a-bergamotene + j-

This study is a part of a continuing research program on
the Citrus oils of Turkish origin. Turkey is one of the main
exporters of Citrus to European countries. Also, Turkey pro-
duces about 12% of the lemon and 2% of the grapefruit in the
world (48). We report here the results of the analysis of the
peel oil of Turkish origin lemon and grapefruit. Although the
compositions of the lemon and grapefruit peel oils cultivated
in other producer countries have been thoroughly studied

Turkish origin lemon and grapefruit peel oils have not been

534/Journal of Essential Oil Research

reported and in this sense, is still informative for the cultivars

and flavor scientists.

Experimental

The samples of lemon and grapefruit fruits were collected

by various researchers, data regarding the composition of

from a commercial Citrus plantation ( Antalya) in November
2003. The peel of fresh fully ripe fruits was cold-pressed, and
then the oil was separated from the crude extract by cent rifuga-
tion (20 min at 6000 rpm) and dried over anhydrous Na,SO,
and stored at -18°C until analysis.
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APENDICE C. METODOS OPERACIONALES

En esta seccién se mostrara de manera detallada los procedimientos utilizados
para la operacién de los equipos de extraccion.

Método operacional para fluido supercritico

1.

Se encendi6 el compresor mediante el interruptor S-1, esperar un tiempo
aproximado de 15 minutos hasta que el indicador de presién PI-1 ubicado a
la salida del compresor registre una presion de 125 psi y se abrio la HV-3.

Se enchufo y puso en marcha el bafio de enfriamiento TI-1 colocando en

posicion de encendido los interruptores S-2y S-3.

3. Se abrié la valvula de salida HV-5 del bafio de enfriamiento.

Se abrio la valvula HV-4 del cilindro de CO, y verificar que el indicador de
presién PI-2 registre una presion superior a 500 psi, en caso contrario
sustituir el cilindro por uno que se encuentre cargado.

Posteriormente se tomo6 una de las muestras de 60 g de limon eureka pre-
pesadas y se peso el recipiente recolector de aceite esencial.

Se Introdujo la muestra pre-pesada de limén en el cilindro extractor en el
siguiente orden: 180 metras relleno, guata y a continuacion se colocan
aproximadamente 60 g de limén eureka y por ultimo se coloca nuevamente
la guata y se cierra el cilindro extractor.

Se Verifico que se alcanzé una temperatura de 0°C en el indicador de TI-1
instalado en el bafio de enfriamiento vy la recirculacion del refrigerante a
través del mismo.

Se Introdujo el cilindro extractor dentro del horno del equipo de extracciéon y
conectar las tuberias de entrada y salida de CO,, asegurando dichas
conexiones con teflon para asegurar la inexistencia de fugas e introducir la
termocupla en el orificio superior del cilindro extractor.

Se acciono el interruptor S-5 para poner en funcionamiento la bomba de

alta presion.
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10.Se cerré la compuerta del equipo de extraccion supercritica, poner en
marcha el horno del mismo colocando en posicibn de encendido el
interruptor principal S-4 y ajustar las temperaturas del horno y de la valvula
micrométrica a las condiciones deseadas en los controladores TC-7 y TC-5
respectivamente y posteriormente colocar los interruptores S-5 y S-6 en
posicion de encendido.

11. Se abri6 ligeramente VRP.

12. Se abrio HV-6 para alimentar CO- al cilindro de extraccion.

13.Luego se verifico la no existencia de fugas en las conexiones del cilindro
extractor empleando una solucién jabonosa, de detectarse cerrar la las
valvulas HV-6 y HV-4 para suspender la alimentacion de CO; al cilindro
extractor, abrir la valvula HV-7 para despresurizar el cilindro, desmontar y
descargar el cilindro y realizar nuevamente el montaje del experimento
ajustando bien las conexiones, alcanzar de nuevo las condiciones de
operacion y realizar nuevamente las pruebas de fugas.

14.Luego de alcanzada la temperatura deseada para la operacion, se abrio la
valvula VPR hasta alcanzar la presion deseada, obtenida las condiciones
de operacién requeridas, se registré el inicio del tiempo estatico de
extraccion.

15.Se recubrié el recipiente recolector con una malla metalica y se sujeto
fuertemente.

16.Se ajusto el recipiente recolector acoplando al sistema de descarga del
equipo de extraccion con CO, supercritico.

17.Seguidamente se sumergio el equipo recolector en un bafio refrigerante de
aguay sal.

18.Después de concluir el tiempo de extraccion estatico, se abri la valvula
de salida de CO, VM y se ajusto el flujo de CO, con la valvula micrométrica
VM hasta alcanzar las condiciones de flujo de CO, deseado.

19.Se inici6 un nuevo conteo de tiempo, correspondiente al tiempo de

extraccion dinamico.
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20. Al concluir el tiempo de extraccion dinamico se cerré la valvula de salida
de CO, HV-6y la valvula de alimentacion de CO, HV-4.

21.Se cerr6 la valvula VRP.

22.Se apago la bomba de alta presion, colocando en la posicion de apagado el
interruptor S-4.

23.Se apago el bafio de enfriamiento, colocando en posicién de apagado los
interruptores S-2 y S-3 y desenchufar.

24.Se apago los controladores de temperatura de la valvula micrométrica y del
horno colocando en posicién de apagado los interruptores S-5y S-6.

25.Se apagod el panel de control, colocando en posicion de apagado el
interruptor S-7.

26.Se realiz6 la descompresion del sistema abriendo la valvula de ventilacion
HV-7.

27.Se retird el recipiente recolector.

28.Se peso el recipiente recolector.

29.Una vez despresurizado y enfriado el cilindro extractor se desajusto las
conexiones de entrada y salida de CO.y se retir0 la termocupla.

30.Se Extrajo el cilindro extractor del equipo de extraccion con CO;
supercritico y se coloco sobre el soporte para evitar dafios al tornillo de la
parte inferior.

31.Se retir6 con mucho cuidado la tapa del cilindro extractor y se extrajo con
cuidado la muestra resultante de la extraccion, se retir0 la guata y metras,
se limpid el interior del cilindro, y las metras.

32.Finalmente se hizo pasar una solucién 50/50 de éter de petréleo y n —
hexano a través de las tuberias de descarga del equipo con una
inyectadora ajustable, para limpiar cualquier residuo que pudo quedar de la
extraccion (Matute y Quiroga, 2003).
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9.

Método operacional para arrastre por vapor

Se colocd los interruptores del bafio refrigerante-circulante en la posicion
de encendido.

Se agregaron 2 litros de agua en el recipiente de acero inoxidable donde
se coloco la rejilla metalica cubierta de guata en la parte interior del
recipiente.

Se agreg6 90 gramos de piel de limén Eureka sobre la guata y se cierra la
tapa del recipiente de acero inoxidable.

Se gener6 vapor colocando el recipiente de acero inoxidable sobre la
plancha de calentamiento, acoplando la trampa Clevenger al recipiente de
acero inoxidable y en el otro extremo se coloc6 el condensador vertical,
donde también se acopl6 las mangueras del bafio refrigerante-circulante a
la entrada y salida de la trampa Clevenger y el condensador vertical
respectivamente.

Se peso el envase vacio donde se conservara el aceite esencial extraido.
Se esper6 que la temperatura del bafio refrigerante-circulante sea 0 °C,
donde acopla el termdmetro al recipiente de acero inoxidable.

Se encendié la plancha de calentamiento.

Se esperé que condensara la primera gota en la columna y registré el
tiempo de extraccion, transcurrido 25 minutos se apagoé la plancha de
calentamiento y se desmonté la columna Clevenger.

La fase organica se extrajo por medio de una operacion de decantacion.

10. Se coloco en el envase recolector, se agrego el sulfato de sodio anhidro al

aceite extraido.

11. Se llen6 el envase recolector con aceite esencial extraido secado para

pesar el envase lleno.

12. Por ultimo se afadié un cristal de butil hidroxitolueno (BHT) para evitar la

oxidacion del aceite esencial extraido y se refrigerd; finalmente se

desmontd el equipo y se limpia el area de trabajo (Pérez, 2011).
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