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RESUMEN

El objetivo de este proyecto fue evaluar las mejores condiciones experimentales para la
extraccion de aceite esencial de romero para utilizar como antioxidante en aceites
comerciales. Para esto, se determinaron las condiciones de operacion necesarias para llevar

a cabo el proceso y se analizaron las caracteristicas de los productos obtenidos.

El proyecto nace a solicitud de una docente de la escuela de Tecnologia de Alimentos con
el fin de evaluar condiciones y métodos de extraccion de aceites esenciales para su uso
como ingrediente funcional en maltiples productos alimenticios y farmacéuticos y que este

cumpla con caracteristicas de grado alimentario.

Para cumplir con el objetivo general se realiz6 un estudio tedrico, el cual abarca los
diferentes tipos de extraccion y las variables que afectan a este. Ademas, se realizé una
investigacion acerca de las aplicaciones que presentan los aceites esenciales en diferentes

ramas de la ciencia.

Luego, con la investigacion de los puntos anteriores se realizaron las pruebas antioxidantes
en aceites vegetales para determinar la aplicabilidad del aceite esencial obtenido como
antioxidante. También, se realizd una cromatografia de gases al producto obtenido para
caracterizar sus componentes y determinar cuéles han mostrado capacidad antioxidante en

estudios anteriores.

En la primera etapa experimental se realiz6 el rendimiento de la extraccion del aceite
esencial de romero para evaluar el efecto de diferentes solventes. Se utilizd el método de
arrastre con vapor de agua Y la extraccion con equipo Soxhlet con dos solventes (etanol y
hexano). Se concluye que los métodos de extraccion con solventes con hexano y etanol
presentan un rendimiento de 21,2 % y 30,7 % respectivamente, pero que el aceite esencial
obtenido con este método no es apto para utilizarse como antioxidante por sus

caracteristicas fisicas y su consistencia.

En la segunda etapa experimental se determiné el caracter antioxidante del aceite esencial

obtenido por el método funcional por medio del indice de perdxidos que consiste en la
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valoracion con una disolucién patron de tiosulfato de sodio pentahidratado con indicador de
almidon de tres muestras de aceite de soya con distinto antioxidante. Se concluye que hasta
los 8 dias no existe suficiente evidencia para rechazar la hipotesis nula de igualdad de
promedios, por lo tanto, la capacidad antioxidante del aceite esencial extraido por arrastre
con vapor, es igual con un 95 % de confianza a la capacidad antioxidante del BHT

utilizado.

En la tercera etapa experimental se realizé una cromatografia de gases al producto obtenido
por el método seleccionado para caracterizar los componentes funcionales como
antioxidantes en aceites comerciales, los principales componentes encontrados, de mayor a

menor, fueron alfa-pineno, cineol, biciclo-hept-3-en-2-ona, linalool, canfeno y borneol.

Se recomienda realizar la extraccion de aceites esenciales de otras plantas como orégano,
menta hierbabuena y determinar su capacidad antioxidante. Ademas realizar pruebas anti
microbianas y anti fungicas para determinar de este modo la posible utilizacion de estos

aceites esenciales como preservantes en alimentos y articulos de cuidado personal.
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Introduccién

Antecedentes

La demanda por productos naturales va en aumento progresivo, lo mismo que las
exigencias de los mercados internacionales. Por ello existe la necesidad de evaluar
alternativas naturales para disminuir o eliminar el uso de antioxidantes sintéticos (Neira et
al., 2003).

El &rea especifica en la que se desarrolla este proyecto corresponde a la extraccién de
productos naturales con solventes, por tanto, el objetivo general es evaluar las mejores
condiciones experimentales para la extraccion de aceite esencial de romero para utilizar
como antioxidante en aceites comerciales. Para lograr este fin se extrae el aceite esencial

con tres disolventes diferentes que son hexano, etanol y vapor de agua.

La industria de aceites esenciales estd estrechamente relacionada no solo con el sector
productivo y tecnoldgico- destilacion, refineria y trasformacion-, sino con el desarrollo
agricola, el establecimiento y manejo de cultivos industriales de plantas aromaticas y

materia prima para la obtencion de aceites (Stashenko, 2009).

Aunque los aceites esenciales poseen un volumen de produccion anual relativamente
pequefio en comparacion con el petréleo, gas natural, aceites vegetales, biocombustibles,
polimeros y fertilizantes, estos gozan de un valor agregado muy alto. Son mezclas que

correctamente almacenadas no tienen fecha de caducidad (Stashenko, 2009).

El cultivo de plantas aromaticas y la extraccién de aceites esenciales son actividades
agricolas que permiten, entre otros beneficios: utilizacion mas eficiente de la tierra a través
de cultivos intercalados (cacao, café, caucho con plantas aromaticas), generacion de fuentes
de trabajo y de ingresos para agricultores, obtencion de productos naturales de alto valor
agregado con base en la union de tecnologia (procesos de destilacion y purificacion) y
actividad agricola (propagacion de cultivos y cosecha de plantas), ademas contribuye al
desarrollo de la cadena productiva y de valor de plantas medicinales en Costa Rica
(Stashenko, 2009).



La extraccion de un aceite esencial puede ser atractiva para su produccion y

comercializacion debido a diferentes razones, entre las que figuran:

e Posee propiedades sensoriales excepcionales que pueden ser aprovechadas en
diferentes productos finales como perfumes, cremas, aromatizantes y saborizantes
(Stashenko, 2009).

e Su produccion es muy rentable y el rendimiento de la plantes es muy alto lo que
puede reemplazar aceites mas costosos, porque el aceite presenta propiedades
bioldgicas interesantes por ejemplo propiedades antioxidantes, anti bacterianas o
antifangicas, lo que puede ser aprovechado para su uso en diferentes formulaciones
de productos finales como farmacos, cosméticos, productos de aseo personal y
alimentos (Stashenko, 2009).

e El aceite puede contener en alta concentracion de un compuesto que puede ser
aislado y utilizado como reactivo de partida en la sintesis organicas para obtener de
esta forma, nuevas moléculas aromatizantes, saborizantes o agente farmacoldgicos
(Stashenko, 2009).

Justificacion

Aunque a menudo los efectos nocivos de las sustancias sintéticas no son extrapolables a la
especie humana, los consumidores perciben que las sustancias naturales son mas inocuas
que las sintéticas y, por ello, las prefieren. Ante esto, varias investigaciones estan
buscando, en las fuentes naturales, nuevas sustancias con propiedades beneficiosas para la
salud, que puedan reemplazar a los productos sintéticos comiunmente utilizados; claro esta,

después de un estudio exhaustivo de sus propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas
(Tafurt, Martinez & Stashenko, 2005).

En los paises en desarrollo como el nuestro, una parte de la poblacion no tiene acceso a
medicamentos industrializados constituyendo por esta razén el uso de medicamentos
naturales, incluidos aceites esenciales como el Unico recurso terapéutico disponible para la

poblacién mas pobre en estos paises (Dhatapin, 2000).

Las plantas aromaticas, como el romero, han sido utilizadas durante siglos en perfumeria,

alimentos y medicamentos, en la vida culinaria se utilizan de forma seca como condimentos
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y especias, ademas en industria se utilizan como aromatizantes en productos de higiene
como jabones y cremas, aromatizantes y saborizantes en productos alimenticios como
embutidos, componentes de formulaciones veterinarias y farmacéuticas y  como
antimicrobianos, repelentes, insecticidas y anti fangicos, por lo tanto es importante
investigar la extraccion de aceites esenciales y su aplicacion en diferentes productos

comerciales (Sharapin, 2005).

El uso de extractos vegetales como insecticidas botanicos para el control de plagas
agricolas es una practica ancestral que data de al menos dos milenios, en antiguas
civilizaciones como las de China, Egipto, Grecia e India. Cada afio es mayor el nimero de
plantas que se estudian con esta finalidad y el de formulaciones comerciales que se
presentan en los mercados (Romeu, Botta, & Diaz, 2007).

No se debe olvidar que los remedios a base de plantas medicinales presentan una inmensa
ventaja con respecto a los tratamientos quimicos. En las plantas los principios activos se
hallan siempre biolégicamente equilibrados por la presencia de sustancias
complementarias, que van a potenciarse entre si, de forma que en general no se acumulan
en el organismo, y sus efectos indeseables estan limitados. Sin embargo, a pesar de que han
aumentado las investigaciones y estudios cientificos de las plantas medicinales, todavia no
se conocen muchos de los principios activos a los que deben las plantas sus extraordinarias
cualidades (Estrada, 2010).

En los Gltimos afios, la aromaterapia ha tenido un gran crecimiento y aceptacién en el
mercado mundial. La comercializacion de los aceites esenciales puros, como ingredientes
de los productos de aromaterapia, ha creado una mayor demanda y ha motivado la
busqueda de nuevos aromas, mas exoéticos y con propiedades pseudo-farmacoldgicas. Otras
aplicaciones nuevas surgidas Ultimamente y con un gran potencial futuro son de

ingredientes para la formulacion de biocidas (Stashenko, 2009).

Las hojas de romero se utilizan para dar sabor a los alimentos como condimento. Desde la
antigtiedad el romero se ha utilizado en la medicina popular para maltiples condiciones
médicas. Este se ha utilizado como antiespasmddico en el célico renal y la dismenorrea y

en el alivio de trastornos respiratorios. También se ha utilizado como analgesico,
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antirreumatico, carminativo, coladgogo, diurético, expectorante, antiepiléptico y para los
efectos en la fertilidad humana. Otros usos son como ténico general en el caso de obras
fisicas o intelectuales excesivos y en las enfermedades del corazon; y también como un
insecticida y herbicida. Externamente, es un rubefaciente, y se usa para estimular el
crecimiento del cabello y el tratamiento de eczema del cuero cabelludo, hierve y heridas
(Romeu, Botta & Diaz, 2007). Por sus multiples aplicaciones, el romero es una planta que
debe ser investigada para corroborar las multiples aplicaciones que se le achacan y
descubrir otras que aun no se han descubierto.

La extraccion con solventes corresponde a una operacion unitaria de interés en la Ingenieria
Quimica. La extraccién con disolventes es la técnica de separacion de un compuesto a
partir de una mezcla sélida o liquida, aprovechando las diferencias de solubilidad de los
componentes de la mezcla en un disolvente adecuado (Wankat, 2008). Dicho proceso
corresponde la extraccion de aceite esencial de romero que se pretende analizar con el
objetivo de mejorar su actual funcionamiento, estudiando las condiciones que permitan

obtener un proceso de mayor eficiencia.



Capitulo 1

Aspectos generales

1.1 Romero

El romero (Rosmarinus officinalis) es una planta comin en muchas partes del mundo que
pertenece a la familia de las labiadas. Es un arbusto ramificado siempre verde espeso,
alcanza una altura de aproximadamente un metro con tallos rectos, flores axilares meliferas
blanguecinas azul de 5mm de largo y hojas de color verde oscuro que son pequefias con
bordes vueltos hacia atrés, opuestas y sésiles. Crece a lo largo de las costas norte y sur
del Mediterraneo, y también en las &reas sub-Himalaya. Se ha cultivado desde la
antigiiedad en Inglaterra, Alemania, Francia, Dinamarca y otros paises escandinavos,

ademas en Centroamérica, Venezuela y Filipinas (Mufioz, 2002).

Se utiliza para dar sabor a los alimentos, una bebida, asi como en los cosmeéticos; en la
medicina popular se utiliza como antiespasmaodico en el colico renal y dismenorrea, en el
alivio de trastornos respiratorios y para estimular el crecimiento del cabello. El extracto de
romero relaja masculos lisos de la traquea y el intestino, y tiene colerético, hepatoprotector
y la actividad anti tumorogénica. Los constituyentes mas importantes de romero son el
acido cafeico y sus derivados tales como el acido rosmarinico. Estos compuestos tienen
efecto antioxidante. EI compuesto fendlico, acido rosmarinico, obtiene uno de sus anillos
fenolicos a partir de fenilalanina a través de acido cafeico y el otro de tirosina a través de
acido lactico-dihidroxifenil. El acido rosmarinico se absorbe bien en el tracto
gastrointestinal y en la piel. Aumenta la produccion de prostaglandina E2 y reduce la
produccion de leucotrieno B4 en leucocitos polimorfonucleares humanos. Los derivados
del acido de romero y de sus componentes especialmente cafeico tales como &cido
rosmarinico tienen un potencial terapéutico en el tratamiento o prevencion del asma

bronquial, trastornos espasmogeénicos, Ulcera péptica, enfermedades inflamatorias, la



hepatotoxicidad, la aterosclerosis, la enfermedad isquémica del corazén, cataratas, cancer y
pobre movilidad de los espermatozoides (Sereitia, 1999).

1.1.1. Aspectos silviculturales

El romero crece en todo tipo de suelos, preferiblemente los secos y algo arenosos y
permeables, adaptandose muy bien a los suelos pobres. Crece en zonas litorales y de
montafia baja (laderas y collados), desde la costa hasta 1.500 msnm. A mas altura, da
menor rendimiento en la produccién de aceite esencial. Forma parte de los matorrales que
se desarrollan en los sitios secos y soleados en las zonas de encinar, zonas degradadas por
la tala 0 quema y laderas pedregosas y erosionadas. Florece dos veces al afo, en primavera

y en otofio (Mufioz, 2002).
1.2. Aceites esenciales y caracteristicas

Los aceites esenciales son las fracciones liquidas volatiles, generalmente destilables por
arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las
plantas y que son importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de

alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes) (Martinez, 2003).

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de las plantas por lo que un
metabolismo maés activo puede asociarse con una mayor produccion de aceites. En un aceite
esencial pueden encontrarse hidrocarburos aliciclicos y aromaticos, asi como sus derivados
oxigenados (alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres), sustancias azufradas y nitrogenadas.
Los compuestos més frecuentes se derivan del acido mevalonico y se les clasifica en
monoterpenoides y sesquiterpenoides Algunos autores sefialan que la gran variabilidad en
la composicion quimica de los aceites esenciales es debida, sobre todo, al origen del
material mas que a la influencia del medio ambiente. Otros autores otorgan un papel mas
preponderante al medio ambiente, sobre todo en lo referente a densidad de planta sembrada,
estacion del afio en el corte y a la cantidad de agua usada en el riego, o incluso a la cantidad
de luz artificial o natural usada en el cultivo de la planta en invernadero (Arcila, Loarca,
Gonzalez & Lecona, 2004). Los aceites esenciales presentan en la planta una funcion

protectora quimica contra depredadores, insectos, microorganismos (bacterias, virus,



hongos), ademas de remedios vegetales que la planta exuda cuando esta lesionada,
experimenta un estrés o estd infectada. Muchas de estas sustancias son repelentes de
insectos o contrario a esto mas bien los atrae. Ademas existen compuestos anti alimentarios
es decir crean una sensacion desagradable en herbivoros para que dejen de comerse la
planta. Las sustancias volatiles que atraen insectos son imprescindibles para la polinizacion
y la reproduccidn, ademas estos participan en el proceso de respiracion de la planta, ayudan

a regular la humedad y cumplen diversas funciones fisiologicas (Stashenko, 2009).

Los aceites esenciales son inocuos mientras la dosis no supere los limites de toxicidad y
sufren degradacion quimica en presencia de la luz solar, del aire, del calor, de acidos y
alcalis fuertes, generando oligbmeros de naturaleza indeterminada. Ademas, son solubles
en disolventes no polares y casi inmiscibles en disolventes polares como el agua, son
considerados GRAS por la Agencia de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos
(Stashenko, 2009). En el Cuadro 1.1 se muestra los componentes principales presentes en
aceites esenciales extraidos de diferentes plantas.

Cuadro 1.1. Ejemplos de plantas aromaticas y su clasificacion segun la familia de

compuestos que prevalecen en su aceite esencial.

Clase de compuestos Especies vegetales

Monoterpenos Romero, salvia, geranio, citronela,
palmarrosa, albahaca, rosa, pino, eucalipto,
citricos, ciprés, lavanda y menta

Sesquiterpenos Patchouli, curcuma, jengibre, copaiba,
cedro, clavo, mirra, manzanilla

Compuestos fendlicos y oxigenados no Eneldo, anis, tomillo, orégano, ylang-ylang,

terpénicos pimienta, canela, ajedrea, narciso, anis

estrella.

Fuente: (Stashenko, 2009)

En el Cuadro 1.2 se especifican los distintos tipos de componentes quimicos encontrados en

distintos aceites esenciales de diferentes plantas aromaticas.



Cuadro 1.2. Aceites esenciales con alto contenido de algunos compuestos constituyentes.

Compuestos

Especies

Monoterpenos: Limoneno, o y  pinenos, y -terpineno,

B-mirceno, ay P felandrenos, A-careno, p-cimeno,

trans-B-ocimeno

Sesquiterpenos:  Farnesol, viridiflorol, santalol,

eudesmol, cedrol, vertiverol, vetivol y acetatos

Monoterpenoles y sus esteres: Linalool, mirtenol,
terpinen-4-ol, mentol, geraniol, citronelol, nerol, a-

terpineol, 1,8-cineol, sabinol y sus formiatos, acetatos

y butiratos.

Sesquiterpenoles y sus esteres: Farnesol, viridiflorol,

santalol, eudesmol, cedrol, vetiverol, vetivol y sus

acetatos.

Compuesto fenodlicos y sus éteres: Timol, carvacrol,
eugenol, isoeugenol, chavicol, acetato de eugenilo,

metilchavicol (estragol), anetol.

Aldehidos  terpénicos: Citronelal, neral, geranial,

farnesal, canfenal, sinensal

Cetonas terpénicas

fenchona, carvona, dihidrocarvona, pirocarvona,

piperitenona, pulegona, piperitona, turmerona, ar-

turmerona

Compuestos oxigenados no terpénicos : Alcohol 2-

feniletilico, benzoato de bencilo, 6-metil-5-hepten-2-

ona, 2-undcanona, acetato de cinamilo,

cumarina, umbeliferona, trans-2-hexenal, aldehido

cindmico

Mentonas, alcanfor, tuyona,

Grapefruit, naranja, limon, mandarina, nuez
moscada, pino, bergamota, romero, abeto,
lavanda y ciprés.

Jazmin, vylang-ylang, sandalo, jengibre,

vetiver y manzanilla

Albahaca, lavanda, palo de rosa, mejorana,
mentas, palmarrosa, citronela, geranio, rosa,
limonaria, té, neroli, eucalipto, cardamomo,
mirto, angélica y ajenjo.

Jazmin, ylang-ylang, sdndalo, jengibre vetiver

y manzanilla.

Tomillo, orégano, tagetes, canela, tarragon,
albahaca, rosa, hinojo, anis, pimiento, anis
estrella, clavo, ajedrea.

Eucalipto, citronela, melisa, limonaria,
jengibre, limon, naranja, lima, canela.

Mentas, geranio, romero, salvia lavanda,
eneldo, tanaceto, ejenjo, Buchu, alcanforero,

alcaravea, isopo, salvia circuma.

Rosa, ylang-ylang, canela melisa, ruda, casia,

narciso, tarragon, tonca, eneldo, canela, Piper

Fuente: (Stashenko, 2009)



En la Figura 1.1 se muestra los principales monoterpenos y sesquiterpenos presentes en
aceites esenciales extraidos de plantas aromaéticas.

Monoterpenos (n = 2) Sesquiterpenoides (n = 3)
\*/V\ /'\/\)\/ /k/vj\/\)\/ ./\)\/\)\/\/L
B-Mirceno Ocimeno Farneseno Farnesol
N 15
OY L Pealo s ;jj\r
a-Felandreno B-Felandreno Nerolidol Elemeno
~ / f=
0 o | B | P
a-Pineno B-Pineno Cedreno Cedrol
il oy ,Cg IZ)
T
Limoneno p-Cimeno Germacreno Germacrona

Figura 1.1. Hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos comunes en aceites
esenciales (Stashenko, 2009).

En la Figura 1.2 se muestran los principales monoterpenos oxigenados (alcoholes,

aldehidos, cetonas y otros) encontrados en aceites esenciales de plantas aromaticas.



Alcoholes Cetonas Aldehidos Otros

Mentol Mentona Citronelal Oxido de rosa
Borneol Carvona Geranial Acetato de bornilo
Fenchol Alcanfor Neral Oxido de linalool
Linalool Verbenona Mirtenal Butirato de mentilo
uc~/\’/k/\/k /53\ & \M
Geraniol Pulegena Canfenal Acetato de nerilo

Figura 1.2. Monoterpenos oxigenados comunes en aceites esenciales (Stashenko, 2009).

Por otra parte, en la Figura 1.3 se incluye los mas importantes compuesto no terpénicos

oxigenados (fenoles, éteres y cumarinas) presentes en aceites esenciales de planta

aromaticas.

10



Compuestos oxigenados no terpénicos

Fenoles Eteres Cumarinas
/{) O 0

\O\/\ Qi;(

Carvacrol trans-Anetol Cumarina

OH

D o

Timol Safrol Psoraleno
Dl O T

Eugenol p-Cresil metil éter Umbeliferona
u)m\/\ /C\@/\ N()m()
o # N N Z

Isceugenol Metil chavicol (estragol) Escopoletina

Figura 1.3. Fenoles, éteres y cumarinas comunes en aceites esenciales (Stashenko, 2009).
1.3. Composicion aceites esenciales

Las condiciones agroecoldgicas del cultivo, tipo de planta, tipo de suelo, desarrollo de la
planta, lugar de cultivo y los parametros operacionales del proceso de extraccién son las
variables que inciden sobre la composicion y el rendimiento de los aceites esenciales. Las
variaciones en las condiciones agroecoldgicas inducen cambios morfoldgicos, histoldgicos
y fisioldgicos en la planta, mientras que la eficiencia de la extraccion esta relacionada con
los parametros operacionales, tales como tiempo, temperatura de la extraccién y cantidad
de agua empleada, entre otros. Adicionalmente, teniendo en cuenta que los aceites
esenciales obtenidos mediante hidrodestilacion, normalmente presentan notas mas fuertes y

un color mas oscuro con respecto a los producidos por otros métodos, se recomienda el uso
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suplementario de presiones reducidas, lo cual puede contribuir al no deterioro de los
constituyentes del aceite esencial durante la extraccion (Romeu, Botta & Diaz, 2007).

Los aceites esenciales pueden encontrase en diferentes partes células oleiferas (jengibre,
carcuma, vainilla), en canales secretorios (pino, anis, artemisa), glandulas (citricos y
eucalipto), o en los tricomas (labiadas, solanaceas, asteraceas). Este material al ser
sometido al vapor de agua libera una mezcla odorifera liquida con gran variedad de
sustancias volatiles que recuerdan al olor de la planta pero més concentrado, esta mezcla
estd compuesta por hidrocarburos terpénicos y sus derivados oxigenados, alcoholes,
aldehidos y cetonas, asi como éteres, esteres, compuestos fendlicos y sus éteres, cumarinas,
fumarocumarinas y fenilpropanoides. Este se puede encontrar en flores (jazmin, rosa),
corteza (sandalo, canela), hojas (albahaca, menta, romero), raices (cafiamo, valeriana),

cascaras (mandarina, naranja) y frutos (anis, nuez moscada) (Stashenko, 2009).

Los componentes principales del aceite esencial de romero son: alcanfor, 1,8-cineol,
apineno y otros monoterpenos como borneol, b-pineno, limoneno y p-cimeno. También
encontramos lactonas sesquiterpénicas (carnosol, rosmanol, epirosmanol, isorosmanol,
metoxirosmanol, rosmadial); acidos triterpénicos (&cido ursélico, acido betulinico);
alcoholes triterpénicos (alfa y beta-amirina, betulina); &cidos fendlicos (cafeico,
clorogénico, rosmarinico); flavonoides (luteolina, apigenina, genkwanina, diosmetina,
hispidulina, 5-hidroxi-7, 4’-dimetoxi-flavona, cirsimaritina) y los correspondientes
heterdsidos (Mufioz, 2002).

Un quimiotipo es cuando el aceite esencial de una especie de planta presenta una
composicion quimica distinta al de otra planta de la misma especie. Para diferenciar una
planta de la otra se utiliza el término quimiotipo, que deriva de: tipo quimico. Esto significa
que plantas de la misma especie se diferencian entre si en cuanto a que presenta una
composicion quimica distinta en sus aceites esenciales (Romero, 2004). En el aceite
esencial de romero se han diferenciado tres quimiotipos diferentes: cineoliferum (alto
porcentaje de 1,8-cineol), camforiferum (con més de un 20 % en alcanfor) y
verbenoniferum (con méas de un 15 % en verbenona). En el area mediterranea el aceite
esencial de plantas procedentes de Marruecos y Tlnez posee un elevado contenido en 1,8-

cineol, mientras que el procedente de Espafia posee un contenido menor (Mufioz, 2002).
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El  rendimiento de la extraccion del aceite esencial de romero es de 1,7 %
aproximadamente y su composicion es alcanfor (18 %), 1,8-cineol (21,5 %) y alfa-pineno
(15,3 %) aunque existen variedades entre poblaciones de los cuales el 1,8-cineol y el alfa-

pineno presenta propiedad antioxidante (Romeu, Botta & Diaz, 2007).

Para analizar los aceites esenciales se utiliza cromatografia de gases como técnica para
identificar los diferentes componentes de estos, este andlisis permite caracterizar los
quimiotipos basdndose en los compuestos mayoritarios encontrados (Pino et al., 2010).

El aceite esencial de romero es un aceite aromatico que se obtiene por destilacion al vapor
de las hojas frescas y las flores de la planta. Es un liquido incoloro o amarillo pélido, con el
olor caracteristico de la planta. Es un ingrediente para perfumes, ténicos para el cabello,
locidn para el cabello, crema fria, etc. Este aceite ha generado un gran interés y su aceite
volatil, extractos y algunos de sus componentes aislados han sido objeto de muchas

investigaciones farmacoldgicas (Romeu, Botta & Diaz, 2007).
1.4. Extraccion

La extraccion es una operacion unitaria donde se eliminan uno o méas componentes de un
liquido o sélido transfiriéndolo (s) a una segunda fase liquida. Las dos fases pueden ser
completa o parcialmente inmiscibles. El proceso de extraccion comprende la unidad de
extraccion y un proceso de recuperacion del disolvente utilizado. En muchas aplicaciones el
paso posterior de recuperacién del solvente (destilacion o arrastre quimico) es mas costoso
que la misma extraccion. Es posible utilizar diversas cascadas de extraccién tanto en contra

corriente (mas comin) como en co-corriente o flujo cruzado (Wankat, 2008).

1.4.1. Extraccion solido —liquido

La separacion de una mezcla de compuestos solidos también se puede llevar a cabo
aprovechando diferencias de solubilidad de los mismos en un determinado disolvente. En el
caso favorable de una mezcla de sélidos en la cual uno de los compuestos es soluble en un
determinado disolvente (normalmente un disolvente organico), mientras que los otros son
insolubles, podemos hacer una extraccion consistente en afadir este disolvente a la mezcla

contenida en extractor, en frio o en caliente, agitar o triturar y separar por filtracion la
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disolucién que contiene el producto extraido y la fraccion insoluble que contiene las
impurezas. Si, al contrario, lo que se pretende es disolver las impurezas de la mezcla sélida,
dejando el producto deseado como fraccion insoluble, el proceso, en lugar de extraccion, se
denomina lavado. Existe extraccion solido-liquido continua y discontinua siendo la

discontinua mucho mas eficiente (Wankat, 2008).
1.4.2. Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido es un método muy Util para separar componentes de una
mezcla. El éxito de este método depende de la diferencia de solubilidad del compuesto a
extraer en dos disolventes diferentes. Cuando se agita un compuesto con dos disolventes
inmiscibles, el compuesto se distribuye entre los dos disolventes. A una temperatura
determinada, la relacion de concentraciones del compuesto en cada disolvente es siempre
constante, y esta constante es lo que se denomina coeficiente de distribucion o de
reparto (Wankat, 2008).

Es frecuente obtener mezclas de reaccion en disolucion o suspension acuosa, en estas
situaciones, la extraccion del producto de reaccién deseado a partir de esta mezcla acuosa
se puede conseguir afiadiendo un disolvente orgéanico, que sea inmiscible con el agua y
capaz de solubilizar la maxima cantidad de producto a extraer. Después de agitar la mezcla
de las dos fases para aumentar la superficie de contacto entre ellas y permitir un equilibrio
mas rapido del producto a extraer entre las dos fases, se producird una transferencia del
producto deseado desde la fase acuosa inicial hacia la fase orgénica, en una cantidad tanto
mayor cuanto mayor sea su coeficiente de reparto entre el disolvente organico de extraccion
elegido y el agua. Las dos fases se separan de nuevo, espontdneamente por decantacion, la
posicion relativa de ambas fases depende de la relacion de densidades entre estas. Dado que
después de esta extraccion, la fase acuosa frecuentemente ain contiene cierta cantidad del
producto deseado, se suele repetir el proceso de extraccion un par de veces mas con

disolvente organico puro (Wankat, 2008).

Una vez finalizada la operacion de extraccion, se tiene que recuperar el producto extraido a
partir de las fases organicas reunidas. Para ello, se tiene que secar la fase organica

resultante con un agente desecante, filtrar la suspension resultante y finalmente eliminar el
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disolvente orgdnico de la disolucion seca conteniendo el producto extraido

por destilacion o evaporacion (Wankat, 2008).
1.4.3. Caracteristicas del disolvente de extraccion

La extraccion selectiva de un componente de una mezcla disuelta en un determinado
disolvente se puede conseguir afiadiendo otro disolvente que cumpla las siguientes
condiciones: que no sea miscible en el otro disolvente, que el compuesto de interés sea mas
soluble en el otro disolvente que en original, que las impurezas no sean solubles en el
disolvente de extraccion, sea suficientemente volatil, no sea toxico e inflamable (Wankat,
2008). En el Cuadro 1.3 se muestran los disolventes con densidades menores al agua

utilizados en la extraccion selectiva de componentes.

Cuadro 1.3. Disolventes de extraccion con densidades menores que el agua comdnmente

utilizados.
Nombre Férmula Densidad Punto de Peligrosidad
(g/mL) ebullicion
(°C)

Eter dietilico (CH3CH,),0 0,7 35 Muy inflamable, toxico
Hexano CeH1s ~0,7 > 60 Inflamable
Benceno CsHs 0,9 80 Inflamable, toxico,

carcindgeno
Tolueno CeHsCH3 0,9 111 Inflamable
Acetatode = CH3COOCH,CHj3 0,9 78 Inflamable, irritante
etilo

Fuente: (Pasto & Johnson, 2003)

Por otro lado en el Cuadro 1.4 se observan solventes con densidades mayores a la del agua

utilizados en la extraccion selectiva de componentes.
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Cuadro 1.4. Disolventes de extraccion con densidades mayores que el agua comidnmente

utilizados.
Nombre Férmula Densidad Punto de Peligrosidad
(g/mL) ebullicion
(°C)

Diclorometano CH,CI, 1,3 41 Toéxico
Cloroformo CHCI3 15 61 Toxico
Tetracloruro CCl4 1,6 77 Toxico
de carbono

1.4.4. Métodos de extraccion de aceites esenciales
Los aceites esenciales se pueden extraer por 5 métodos diferentes:

1. Arrastre por vapor: este proceso se lleva a cabo con vapor sobrecalentado que penetra la
materia vegetal a presion, la presion rompe las células de la planta y arrastra los volatiles
que se condensan al atravesar un medio refrigerante (condensador). Lo anterior se logra
por la inyeccién de vapor de agua directamente en el seno de la mezcla, pero su funcion
no es la de solo arrastra el volatil sino que se condesa y forma una fase inmiscible que cede
calor a la mezcla a destilar. En este método se tiene la presencia de dos fases inmiscibles a
lo largo del condensador una acuosa y otra organica. La condicion mas importante para que
este proceso se lleve a cabo es que el componente volatil sea insoluble en agua ya que el

productos destilado forme dos fases al condensarse (Stashenko, 2009).

Generalmente los aceites esenciales son mas livianos que el agua e insolubles en esta por lo
tanto se pueden separar por decantacion. Este método se utiliza para extraer el aceite de
raices, rizomas, semillas (jengibre, valeriana, anis) y de hojas secas. El vapor tiende a
recalentarse por la resistencia opuesta a su paso por el material y esto debe evitarse en lo

posible, debido a que seca las membranas celulares e impide la salida del aceite. Las
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instalaciones para la extraccion por arrastre con vapor de agua Son mas costosas, pero

presentan mayores producciones (Arango, Hurtado, Castillo & Santacruz, 2009).

En la destilacion por arrastre de vapor los factores como el tamafio de particula del material
vegetal, el factor de empaquetamiento y el tiempo de extraccion influyen en la composicion
y rendimiento de los aceites obtenidos. Estudiando el efecto del tamafio de particula y el
tiempo de extraccion en el rendimiento del aceite esencial, se ha observado un mayor
rendimiento cuando se trabaja con menores tamafios de particula y tiempos de extraccion

prolongados (Arango, Hurtado, Castillo & Santacruz, 2009).

2. Destilacién agua-vapor: en este método se emplea vapor hiumedo proveniente de agua en
ebullicion que traspasa el material suspendido encima y apoyado sobre una malla, se puede
utilizar para hojas, tallos, rizomas y raices. Trabaja cerca de los 100°C cuando lo hace a
101,3 kPa y el rendimiento es bueno siempre y cuando no se presenten apelmazamientos.
Por cargarse el material a una temperatura menor a la de trabajo, se producen
condensaciones sobre él y ésta humedad origina cierta dificultad en la operacion,
especialmente en el paso y distribucion del vapor por la muestra. Por su sencillez, bajo
costo y rendimientos, esta técnica es la mas usada en la industria de aceites esenciales.
Varias farmacéuticas la recomiendan como el método 6ptimo de obtencion de esencias
(Stashenko, 2009). En la Figura 1.4 se ilustra el método de destilacion agua- vapor, arrastre

con vapor e hidrodestilacion.

I Arrasire convapor I [ Agua+vapor ] I Hidrodestilaciéon

Figura 1.4. Obtencion de aceites esenciales por arrastre con vapor, agua- vapor e
hidrodestilacion (Stashenko, 2009).
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3. Hidrodestilacion: el material se sumerge en agua directamente y se calienta hasta que
hierva. Se utiliza para material vegetal delicado como flores (ilang ilang, rosas). En éste
método es maxima la accion del agua sobre el material, por ello se puede presentar
hidrélisis y oxidaciones. Util para materiales que tienden al apelmazamiento (flores
pequefias). Es aconsejable cargar el agua ya caliente para disminuir la hidrélisis y el tiempo
de operacién. Los vapores heterogéneos se condensan y el aceite esencial se separa por
diferencia de densidad. Los aceites producidos son mas coloreados, que los obtenidos por
arrastre con vapor, y tienden a presentar un cierto olor a quemado. Por lo anterior estos
aceites siempre van a requerir una etapa posterior de refinacion. Este método se utiliza para

eucalipto, citronella y limonaria (Stashenko, 2009).

4. Extraccion con solventes: Es un método en caliente, que se desarrolla empleando
solventes con puntos de ebullicion bajo, para evitar la degradacion de la muestra.
Conveniente para obtener los extractos crudos de las plantas. El material previamente debe
de ser molido, macerado o picado, para permitir mayor area de contacto entre el sélido y el
solvente. El proceso ha de buscar que el solido, el liquido, 0 ambos, estén en movimiento
continuo (agitacion), para lograr mejor eficiencia en la operacién. Se realiza
preferiblemente a temperatura y presion ambientes. El proceso puede ejecutarse por batch
(por lotes) o en forma continua (percolacién, lixiviacion, extraccién tipo soxhlet). Los
solventes mas empleados son: etanol, metanol, isopropanol, hexano, ciclohexano, tolueno,
xileno, ligroina, éter etilico, éter isopropilico, acetato de etilo, acetona, cloroformo; no se
usan clorados ni benceno por su peligrosidad a la salud. Los solventes se recuperan por
destilacion y pueden ser reutilizados. El solvente adicionalmente extrae otros componentes
como colorantes, gomas, mucilagos, ceras, grasas, proteinas, carbohidratos (Peredo et al.,
2009).

En la etapa de recuperacion de los solventes (atmosférica o al vacio), después de los
condensadores se debe disponer de un fluido refrigerante para evitar la pérdida de solvente.
Los disolventes utilizados en este método tienen importantes restricciones en cuanto a
residuos maximos que pueden dejarse cuando los aceites extraidos son materia prima para
productos farmacéuticos y alimenticios. Los extractos obtenidos con este método suelen ser

mas oscuros ya que llegan a arrastrar algunos pigmentos esto se puede atenuar utilizando

18



alcoholes diluidos. El disolvente utilizado en la extraccion se filtra y se evapora a presion
atmosférica o vacio. Los restos de disolvente se deben separar a muy baja temperatura
(Peredo et al., 2009).

5. Extraccion por prensado: En este método, el vegetal es sometido a presion en prensas
tipo batch o continuas con un tornillo sin fin alta o baja presion, un extractor expeller y
rodillos de prensa. Este método se utiliza para extraer el aceite de citricos con una esponja.
Otro método corresponde al raspado donde las frutas se pone a girar en un torno y se raspa
la corteza Unicamente, del sistema cae agua en forma de rocio que arrastra el aceite
liberado. Otro proceso emplea una maquina de abrasién similar a una peladora de papas, y
también utiliza rocio de agua. En estos procesos la mezcla detritos-agua-aceite se
centrifuga a 5000 rpm durante 40 minutos Yy el aceite esencial recuperado se coloca en una
nevera a 3°C durante 4 horas, para solidificar gomas y ceras que se localizan en la
superficie. El aceite esencial se guarda en recipientes oscuros a 12 °C. Los aceites obtenidos
por prensado y/o raspado, se les comercializa como “expresion en frio” y cumplen la

funciones de odorizantes y saborizantes (Sanchez, 2006).

En el Cuadro 1.5 se detallan las ventajas y desventajas de algunos métodos de extraccion de
aceites esenciales.

Cuadro 1.5. Ventajas y desventajas de los principales métodos de extraccidén de aceites

esenciales.
Método de extraccion Ventajas Desventajas
Extraccion con CO; supercritico  Alto rendimiento, Alta inversion inicial vy

ecologicamente limpio, b ajas extraccidén de acidos grasos,

temperaturas de extraccion por pigmentos y ceras se extraen

lo tanto no hay alteracion junto al aceite esencial.
quimica del aceite y

cambiando parametros

operacionales se puede variar

la composicion del aceite

extraido.
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Cuadro 1.5 (continuacion). Ventajas y desventajas de los principales métodos de

extraccion de aceites esenciales.

Método de extraccion

Ventajas

Desventajas

Destilacion por arrastre con

vapor

Extraccion con solventes

volatiles (éter, pentano, hexano)

Buenos rendimientos de aceite
extraido, obtencion de aceite
puro, libre de solvente e

impurezas, bajo costo vy

tecnologia no sofisticada.

Uso de temperaturas bajas por
ende no provoca
termodestruccion ni alteracion
quimica de los componentes
del

posibilidad de separacion de

aceite  esencial vy

los componentes individuales.

Procesos colaterales como
polimerizacion y
resinificacion de los
terpenos,  hidrolisis  de
esteres y destruccion
térmica de componentes.

Costoso contaminante al
ambiente, riesgo de incendio
dificil de

completamente el

y explosion,
separar
solvente sin alterar la
composicién del aceite y co-
extraccion de acidos grasos,
ceras, pigmentos y

proteinas.

Fuente: (Esquivel & Vargas, 2007).

1.5. Factores que afectan en la extraccion del aceite

Tiempo de secado del material: El secado se realiza para disminuir la cantidad de agua en

las hojas y de este modo facilitar la extraccion del aceite esencial, entre mas rapido sea el

secado menor probabilidad de contaminaciones pero el tiempo debe ser suficiente para

lograr la disminucion de humedad requerida. El eucalipto puede durar hasta 4 meses, otras

plantas como la albahaca, citronella, menta y limonaria no logran mantenerse mucho

tiempo ya que se generan hongos que transfieren un olor terroso mohoso al aceite esencial

(Sanchez, 2006).
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Tiempo de extraccion: pasado un tiempo de extraccion ya no se extrae mas aceite y el
vapor posterior mas bien causa el arrastre y emulsion del aceite esencial presentdndose una
disminucion del rendimientos (Sanchez, 2006).

Presion del vapor: Si la presion del vapor de arrastre es muy alta (mayor a 41000 Pa) se
presenta hidrolisis en el aceite disminuyendo su calidad y su rendimiento (Sanchez, 2006).
Material del tanque: el tanque de extraccion preferiblemente debe de ser en acero
inoxidable tipo 304.

Condensacion interior. Se evita realizando una purga previa a los 30 minutos de iniciado el
proceso y ademas, manteniendo el tanque bien aislado (Sanchez, 2006).

Factor de empaquetamiento. Si el material queda muy suelto, el proceso termina muy
pronto, presentando un alto consumo energético; si queda muy apretado, el vapor se
acanala disminuyendo el rendimiento del aceite, qué debe de estar entre el 0,15 % a 0,25 %
(Sanchez, 2006).

Distribucion interior del vapor. Se logra colocando en el fondo del tanque, una flauta de
distribucion para el vapor (Sanchez, 2006).

Eficiencia del condensador. Pueden presentarse pérdidas si el liquido refrigerante sale tibio
(Sanchez, 2006).

1.6.  Aplicaciones de los aceites esenciales

Los aceites esenciales no son un bien de consumo directo sino que son materias primas que
se dirigen a diferentes ramas de la industria como industria de fragancias, aromas y sabores,
medicamentos e industria quimica y sus derivados. El uso de aceites esenciales como
ingredientes fragantes se aprovecha en perfumes, cosméticos (jabones, cremas lociones,
desodorantes y champus), productos domésticos de limpieza y aseo (aromatizantes
ambientales, limpieza de pisos cocinas), pléasticos (enmascaradores de olor), textiles
(tratamientos antes y después del tefiido), pinturas (solventes biodegradables,
enmascaradores de olor) y en papeleria (impregnacién de fragancias de cuadernos, toallas

faciales y sanitarias) (Stashenko, 2009).

Los aceites esenciales se utilizan como ingredientes en aceites para masajes, cremas,

lociones, como aromatizantes, productos de aseo personal, desinfectantes, desodorantes,
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champus. Ademas tienen aplicacion en la industria tabacalera, textil, pinturas, confiteria,
salsas, bebidas alcohodlicas y gaseosas. En preparados farmacéuticos se emplean como
aromatizantes y enmascaradores de olores, fijadores y principios activos. En algunas
industrias los aceites esenciales se utilizan como solventes biodegradables, limpiadores y
aditivos. En agricultura se utilizan como bioinsecticidas, alelo quimicos y bioreguladores
(Stashenko, 2009). En el Cuadro 1.6 se detallan los principales sectores y ramas donde se

utilizan aceites esenciales como productos funcionales.

Cuadro 1.6. Sectores y ramas donde se utilizan aceites esenciales y productos derivados y

los aceites esenciales utilizados.

Sectores Ramas Aceites esenciales utilizados

Cosméticos y productos de aseo  Higiene personal, jabones y Citricos, rosa, eucalipto, menta,

detergentes, productos  de lavanda, romero y salvia.

belleza, perfumes y dentifricos.

Farmaceuticos Fito cosméticos, homeopatia, Citricos, limonaria,
aromaterapia y fito-farmacos. eucalipto, lavanda,

salvia, geranio y menta.

Alimentos Bebidas  gaseosas, dulces, Citricos, anis,
confiteria, salsas, enlatados, oleorresinas, vainilla,
bebidas alcohodlicas, tabaco, especias.

aromatizantes y saborizantes.

citronela,

romero,

hinojo,

menta

Fuente: (Stashenko, 2009)

1.6.1. Aceites esenciales en la industria alimentaria

La industria de alimentos incorpora aceites esenciales en diferentes productos como
confiteria con diferentes sabores, snacks, galletas, lacteos, carnicos, conservas,
condimentos (jengibre, paprika, pimienta) bebidas, licores y estos se utilizan como
aromatizantes y para enmascarar sabores amargos (Stashenko, 2009).
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1.6.1.1. Uso del aceite esencial como aditivo antibacterial

La actividad antimicrobiana se define como: “La capacidad que posee un farmaco o
compuesto natural de inhibir el crecimiento de microorganismos”. Generalmente los
compuestos que poseen dicha actividad vienen a tener un gran interés a nivel mundial, ya
que con ellos se puede controlar y hasta eliminar las infecciones provocadas por los
microorganismos (Estrada, 2010).

El aceite y extracto de distintas plantas han sido utilizados para una diversidad de
propdsitos por miles de afios. Esto se debe a su actividad antimicrobiana, siendo incluidos
en procesos de conservacion de alimentos, farmacoldgicos y tratamientos medicinales
naturales. Esta propiedad fue estudiada por diversos investigadores, quienes sefialan que el
aceite esencial de diversas plantas, entre las que se encontraban el romero, poseen
actividad antimicrobiana frente a microorganismos Gramnegativos y Grampositivos
(Chéavez, Escalante, Estrada, & Castafieda, 2008).

Los antimicrobianos naturales son aquellos remedios procedentes del mundo vegetal que
son capaces de inhibir el crecimiento de microorganismos o de eliminarlos. Son aquellos
remedios naturales que pueden ser capaces de evitar o curar muchas enfermedades. Los
antimicrobianos naturales se diferencian de los sintéticos, es decir aquellos producidos por
sintesis en el laboratorio, en las siguientes caracteristicas: No tienen efectos secundarios:
En general, por ejemplo, no producen reacciones alérgicas o sensibilidad en el estbmago,
son capaces de respetar los microorganismos beneficiosos para el organismo, no resultan

peligrosos por acumulacion y son baratos y faciles de conseguir (Estrada, 2010).

El romero contiene mas de 40 principios antibacterianos y méas de 20 antiviricos. Usado en
infusiones puede ayudar a combatir los gérmenes de las enfermedades respiratorias o
intestinales. Utilizado como aromatizante en la comida impide al mismo tiempo la

proliferacion de gérmenes patdgenos (Estrada, 2010).

1.6.1.2. Uso del aceite esencial como aditivo anti fingico e insecticida
Algunos aceites esenciales poseen propiedades antifungicas y antibacterianas frente a
microorganismos patdgenos, son toxicos a nematodos, un amplio espectro de insectos

plagas y parecen ser particularmente efectivos contra plagas de productos almacenados.
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Ademas de sus efectos toxicos agudos, producen numerosos efectos subletales, actian
como inhibidores del crecimiento larval, antialimentarios y repelentes para un amplio rango

de insectos y acaros (Garcia et al., 2006).

Esta caracteristica puede variar considerablemente dependiendo de las condiciones de
extraccion y de factores ambientales como las condiciones climaticas, localizacion
geogréfica y fecha de recoleccion. A esta variabilidad en la composicion quimica de los
aceites esenciales se encuentra asociada a una gran multifuncionalidad como consecuencia
de la capacidad de éstos de interaccionar con receptores especificos de multiples dianas
bioldgicas. En este sentido, muchos de los aceites esenciales destacan por ser eficientes

insecticidas frente a una amplia gama de insectos (Santana et al., 2012).
1.6.1.3. Uso del aceite esencial como aditivo antioxidante

Los antioxidantes son compuestos de estructura variada, cuya funcion es servir de sistema
de defensa contra los agentes oxidantes, retrasando o previendo procesos de deterioro,
dafio o destruccion provocados por la oxidacion. La accion de los antioxidantes se ejerce
sobre las especies quimicas agresoras oxidantes, como los radicales libres (hidroxilo,
peréxido, superdxido, entre otros), o especies no radicales (oxigeno molecular, el
monoxido de carbono entre otras sustancia quimicas deficientes en electrones) (Badui,
1991).

Los antioxidantes, pueden ser de tipo enddgeno y exdgeno, los primeros, normalmente son
enzimas a nivel intracelular relacionadas con la disminucion de estos radicales e incluyen la
superdxidodismutasa (para eliminar el radical superoxido), asi como la catalasa y la
glutation peroxidasa (para la remocion del peréxido de hidrdégeno y peroxidos organicos).
Los sistemas de defensa o antioxidantes de tipo exdgeno, normalmente son no enzimaticos
y pueden ser tanto naturales (que se pueden encontrar en diversas fuentes alimenticias)

como sintéticos (Badui, 1991).

Dentro de los antioxidantes sintéticos, los mas comunes son los compuestos fendlicos como
el butihidroxianisol (BHA), el butilhidroxitolueno (BHT), la tert-butilhidroquinona
(TBHQ) vy los ésteres del acido galico como el galato de propilo. Estos antioxidantes,

contienen sustituciones alquilicas para mejorar su solubilidad en grasas y aceites. Estos
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compuestos, presentan ciertas limitaciones en su uso, por su tendencia a formar otros
productos, y por la posible toxicologia, la cual ha sido estudiada profundamente, y se ha
establecido que su uso prolongado, puede generar inconvenientes a la salud como
hiperglicema, cancer hepatico, alergias y aumento del colesterol; esto ha causado un interés
en encontrar antioxidante naturales efectivos que sustituyan a los artificiales (Sanchez,
2012).

Durante los ultimos afios, se ha estudiado la influencia que tienen los radicales libres como
promotores de un gran numero de enfermedades (Young & Woodside, 2001) y del
deterioro de los alimentos grasos. La oxidacion de los componentes lipidicos de un
alimento (regularmente &cidos grasos Y triglicéridos) es conocida como rancidez oxidativa
0 peroxidacion lipidica; es una de las reacciones que deterioran y afectan de forma
importante la calidad de varios alimentos. La rancidez oxidativa es iniciada por radicales
libres del oxigeno o por el ataque del oxigeno molecular a los radicales libres formados en
los &cidos grasos poliinsaturados que forman parte de las grasas y aceites (Stashenko et al.,
2010).

La peroxidacion lipidica iniciada por los radicales libres causa muchos dafios a nivel
bioldgico, entre los cuales se destacan la ateroesclerosis, enfermedades del higado, diabetes
y envejecimiento. Los perdxidos lipidicos y sus productos secundarios conocidos como
“compuestos carbonilicos reactivos”, también causan dafios biologicos significativos, entre
ellos se destacan los aldehidos como el formaldehido, acetaldehido, malonaldehido (MA) y
el 4- hidroxinonenal, debido a que son reconocidos como mutagénicos y carcinogénicos
(Chaudhary, et al, 1994).

La peroxidacion puede ser prevenida o retrasada por los antioxidantes, los cuales son
sustancias organicas de origen sintético o natural que actlan como atrapadores de los
radicales libre del oxigeno involucrado en la oxidacion de los &cidos grasos (Percival,
1998). Los antioxidantes sintéticos son los mas utilizados; entre ellos, se destacan el
hidroxibutilanisol (BHA), que es una mezcla de los isomeros 2-tert-butil-4-hidroxianisol y
3-tert-butil-4-hidroxianisol, el butirato de hidrotolueno (BHT) y la ter-butilhidroquinona
(TBHQ) (Pokorny, et al, 2001); sin embargo, existe mucha preocupacion respecto a sus

efectos nocivos para la salud tanto humana como animal, debido a su potencial accién
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carcinogénica y a problemas relacionados con toxicidad (Valenzuela & Nieto, 1996). Esta
situacion ha estimulado la investigacion sobre sustancias de origen natural que posean
actividad antioxidante potencial (Valenzuela & Nieto, 1996).

Dentro de los antioxidantes de origen natural mas estudiados, se encuentran: derivados de
acidos fenolicos, flavonoides, terpenos, tocoferoles, fosfolipidos y &cidos organicos
polifuncionales (Wanasundara, et al, 1994). De igual forma, se ha estudiado la importancia
del consumo de frutas y vegetales, y su influencia en la disminucion de las enfermedades
cardiovasculares, cerebrovasculares y cancer, debido a que estos productos agricolas
poseen antioxidantes, especialmente vitaminas, como el acido ascorbico (Vitamina C), a-
tocoferol (Vitamina E) y el B-caroteno (Percival, 1998; Valenzuela & Nieto, 1996).

El interés por los antioxidantes naturales también ha llevado a evaluar las propiedades de
algunos aceites esenciales (Zygadlo, et al, 1995) y extractos vegetales (Atoui, et al, 2005).
De forma muy general se ha observado en estos materiales que la mayor actividad
antioxidante se encuentra en fracciones que contienen tocoferoles, carotenoides Yy otros
compuestos fenolicos diferentes a los tocoferoles (Bruun-Jensen et al, 1994).

1.6.1.3.1. Antioxidantes en alimentos

El énfasis en destacar la capacidad antioxidante de los alimentos se sustenta en que el stress
oxidativo es un proceso biolégico propuesto como un factor etioldgico de las enfermedades
crénicas no transmisibles y ocurre cuando la velocidad de formacion de los radicales libres
es superior a la actividad de los sistemas protectores. En condiciones fisiologicas, los
compuestos agresores son controlados por la accion integrada y armoénica de enzimas
generadas por la evolucién de miles de afios y que depende de nutrientes antioxidantes de
los alimentos de origen vegetal, como las vitaminas E y C y compuestos bioactivos
antioxidantes llamados fitoquimicos, siendo el grupo méas importante el de los polifenoles,
que acttan de forma directa e independiente del sistema enzimatico. La nutricion juega un
rol clave en la mantencion del balance adecuado y es necesario considerar prioritariamente
la propiedad antioxidante de los alimentos y jerarquizar el valor de los mismos. La
biosintesis de los compuestos bioactivos depende de factores tales como la variedad, el tipo
de suelo, la temperatura y el tipo de fertilizante utilizado por lo que es indispensable
disponer de datos de los alimentos cultivados en el pais (Araya, Clavijo & Herrera,
2006.).
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Los polifenoles son efectivos donadores de hidrdgeno, particularmente los flavonoides. Su
potencial antioxidante es dependiente del nimero y de la posicion de los grupos hidroxilos
y su conjugacion, asi como de la presencia de electrones donadores en el anillo estructural,
debido a la capacidad que posee el grupo aromatico de soportar el desapareamiento de
electrones por desplazamiento del sistema de electrones (Kuskoski, Asuero, Garcia,
Troncoso & Fett, 2004).

La oxidacion de los productos alimenticios, cosméticos y medicinales, produce un deterioro
muy significativo en los mismos, haciendo que pierdan, la mayoria de las veces las
propiedades para las cuales fueron elaborados. Las grasas y aceites presentes en estos
productos, pueden deteriorarse facilmente debido a la oxidacién, en una serie de reacciones
con participacién de radicales libres, propagandose y finalmente convirtiéndose en
compuestos estables oxigenados, que conllevan a la pérdida de aroma y sabor, junto con
otras caracteristicas indeseables que degradan la calidad del producto (Guala et al., 2009).
Debido a la presencia de rosmanol, carnosol y al acido carnos(dl)ico en el aceite esencial
de romero este es un candidato para sustituir a los aditivos antioxidantes sintéticos (BHA y
BHT) en los aceites vegetales extraidos para evitar la oxidacion lipidica y por lo tanto la

pérdida de calidad en estos productos.
1.6.1.2. Uso de antioxidantes para mantener la calidad del aceite comestible

Los antioxidantes sintéticos actualmente se utilizan en la industria de produccién de
medicamentos, cosméticos, alimentos para animales y materiales para el consumo humano.
Los mas usados son aquellos que presentan una estructura fendlica en sus moléculas y son
utilizados regularmente como aditivos en los alimentos (Badui, 1991).

Existen dos categorias fundamentales de compuestos que se utilizan para evitar el deterioro
oxidativo de los lipidos: los donadores de protones y los secuestradores de protones. Entre
los primeros estan:  butilhidroxianisol  (BHA), butilhidroxitolueno  (BHT),
terbutilhidroxiquinona (TBHQ) y el galato de propilo, estos compuestos no detienen la
formacion de los radicales libres durante la oxidacion, sino que reaccionan con ellos y los
atrapa produciendo un nuevo radical en el compuesto antioxidante que es estabilizado por
efectos de resonancia, este efecto evita que se presente la etapa de propagacion del radical:;

bajo estas circunstancias, el antioxidante se consume en la reaccion y por lo tanto la
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estabilidad del lipido en el tiempo dependera de la cantidad residual de aditivo que aun
contenga (Badui, 1991).

Se conoce que el aceite crudo de soya contiene sus propios antioxidantes (tocoferoles,
vitamina E), pero estos no son suficientes para evitar la oxidacion natural a la que se ve
sometido el aceite. Una alternativa para reducir este problema es la utilizacion de
antioxidantes sintéticos, como el butil hidroxi tolueno (BHT). Este compuesto es
liposoluble, por lo que se usa como antioxidante en concentraciones menores a 0,02 % del
peso del producto final. Ademas, es posible combinarlo con otras sustancias, ya que
presenta sinergismo en su actividad (Badui, 1991).

El BHT, es un polvo cristalino de color blanco ligero olor fenélico y punto de fusion de 69
°C, insoluble en agua y en propilenglicol pero soluble en etanol, aceites y parafinas; es
clasificado como un antioxidante fendlico impedido. Se considera mas efectivo cuando es
adicionado a las grasas animales que a los aceites vegetales, protege el olor y el aroma de
los aceites esenciales y controla la oxidacién de las grasas que poseen como componentes
mayoritarios los acidos grasos de cadena corta (Cubero et al, 2002).

El BHT es un antioxidante sintético procedente de la industria petroquimica procesado
como aditivo alimentario, se utiliza casi siempre mezclado con el BHA, que tiene las
mismas aplicaciones; y limitaciones legales. Esta sustancia no es mutagénica pero, como el
BHA, es capaz de modificar la accion de ciertos carcindgenos, se elimina en la orina
combinado con otras moléculas, provenientes de una via metabo6lica comun. EI BHT
suministrado en dosis muy altas, produce lesiones hemorrégicas en ratas y ratones, pero
este deterioro no ha sido observado en otras especies animales (Antolovich et al, 2000).

El BHA comercial es una mezcla de dos isdbmeros, el 2-ter-butil-4-hidroxianisol y el 3-ter-
butil-4-hidroxianisol, en la composicion predomina el isomero 3-ter-butil-4-hidroxianisol
llegando a ocupar el 90 %, funde a 48-65 °C, es insoluble en agua, y soluble en
propilenglicol, aceites vegetales y parafininicos, el BHA esta considerado como un
antioxidante fenolico impedido que no presenta problemas de reversion al aumentar la
concentracion hasta niveles del 0,02 %. Este antioxidante es el mas utilizado
comercialmente, desde los afios cuarenta se utiliza como aditivo alimentario (Kurechi y
Kato, 1980), debido a su alta capacidad antioxidante, estabilidad a las variaciones del pH y
por su sinergismo con otros antioxidantes como el galato de propilo (Cubero et al, 2002)..
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El BHA es muy eficaz para contrarrestar la peroxidacion de las grasas de fritura, ya que no
se descompone o evapora, como lo hacen los galatos o el BHT, ademaés es absorbido por el
producto frito protegiéndolo del deterioro oxidativo, en la industria alimenticia se utiliza
para proteger las grasas utilizadas en reposteria, fabricacion de bizcochos, sopas
deshidratadas, entre otros; sin embargo, su seguridad ha sido cuestionada extensamente. No
tiene accion mutagénica, pero es capaz de modular el efecto de ciertos carcindgenos en
animales de experimentacion (Cubero et al, 2002).

El tert-butilhidroguinona (TBHQ), es un polvo cristalino de color blanco, soluble en etanol
y éter y poco soluble en agua, es considerado como el mejor antioxidante para aceites de
frituras, no es muy eficaz en panificacion y horneado, es soluble en grasas y aceites y tiene
la ventaja de no formar complejos con el hierro y el cobre, como ocurre con los galatos; por
lo tanto no requiere de agentes quelantes para impedir la formacion de compuestos
coloreados, su utilizacion no estd autorizada en la Unidn Europea y estad permitida en
Estados Unidos y otros paises (Cubero et al, 2002).

Los galatos estan aprobados por la Administracién de Medicamentos y Alimentos como
aditivo alimentario; por el USDA (Departamento de agricultura de los EE.UU.) y por la
Comunidad Europea (EC). Estos derivados naturales, son una alternativa a los
antioxidantes sintéticos tradicionales, son empleados como preservantes y antioxidantes
con grado alimentario para grasas, aceites y esencias. Puede combinarse con otros
productos antioxidantes atoxicos; por ejemplo, con el palmitato de ascorbilo, para
conseguir efectos sinérgicos; es comun mezclarlo con compuestos quelantes de grado
alimentario para inactivar trazas metalicas (hierro y cobre) y evitar la formacion de colores
no deseados. El galato de propilo es utilizado como antioxidante en los aceites vegetales,
productos carnicos, papas fritas, bases para sopas especialmente de pollo, chicle, entre
otros. Los galatos retardan el deterioro de las grasas y aceites se utilizan muy a menudo
mezclados con BHA y BHT, debido al efecto sinérgico que tienen entre si estos aditivos. Se
recomienda utilizar concentraciones de 0,02 % basado sobre el total de grasa o aceite
contenido en el alimento (Cubero et al, 2002).

El galato de propilo es el nombre con el cual se conoce al 3, 4, 5-trihidroxi benzoato de n-
propilo. Este derivado del acido galico es obtenido a partir de las vainas del arbol de Tara

del Peru (Caesalpinia Spinosa o Tintorea kuntze). Comercialmente se encuentra en forma
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de polvo cristalino de color blanco o crema, con punto de fusion de 148 °C, inodoro, tiene
apariencia aspera y dura al tacto, su gusto es ligeramente amargo y astringente (Cubero et
al, 2002). Se encuentra comercialmente como: E-310 galato propilo, E-311 galato de octilo,

0 E-312 galato dodecilo.

1.6.1.3.3. Mecanismo de autooxidacion de aceites y grasas mediante radicales libres

Debido a la sensibilidad que tienen las grasas y los aceites para desarrollar rancidez
oxidativa, su utilizacion en la elaboracion de alimentos conlleva un riesgo potencial que
esta relacionado con su preservacion. La rancidez oxidativa es la mayor causa de pérdida de
calidad en los aceites durante el almacenamiento, y es favorecida por las temperaturas
elevadas y la disponibilidad de oxigeno (Valenzuela & Nieto, 1996).

Los aceites y grasas de fritura con un alto contenido de &cidos grasos insaturados son méas
susceptibles a la rancidez oxidativa que aquellos con altos niveles de acidos grasos
saturados (Petukhov et al., 1999). L a rancidez es definida como la alteracion de los aceites
y grasas que puede ser detectada organolépticamente”, debido a que ocasiona la aparicion
de olores y sabores indeseables que deprecian el producto alimenticio y disminuyen su
valor nutricional (Barrera & Arellano, 2002).

El deterioro oxidativo, también llamado autoxidacién, es el factor mas importante que
afecta la calidad de los aceites y grasas. El proceso se genera por la reaccion del oxigeno
atmosférico con los dobles enlaces de los &cidos grasos insaturados. Esta reaccion genera
los productos primarios de la oxidacion (perdxidos e hidroperoxidos), los cuales mediante
una serie de reacciones paralelas de ruptura de cadena producen los compuestos
secundarios de la reaccion que pueden ser volatiles, como aldehidos, cetonas y acidos, 0 no
volatiles como dimeros, trimeros y polimeros (Barrera & Arellano, 2002). Otros autores
sefialan que las grasas y aceites se oxidan debido al mecanismo de reacciones en cadena
que propician los radicales libres; es decir, en la reaccion se generan radicales libres
inestables que catalizan la produccion de mas radicales libres (Adams, 1997; Medina,
1997).

Etapa de inicio o tiempo de induccién. Durante esta etapa se produce la ruptura homolitica

del hidrégeno unido al carbono de la posicidn alfa con respecto al doble enlace, formandose
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asi los radicales libres inestables R. y H. (Morrison & Boyd, 1990). Esta reaccion es
acelerada fundamentalmente por la exposicion de las materias grasas al oxigeno, calor, luz,
humedad y trazas de metales (Fe, Cu, Mg, Ni), y es inhibida por la presencia de
antioxidantes (Dustan & Harris, 1994).

Etapa de propagacion o periodo de oxidacion. Normalmente los radicales libres
desaparecerian rapidamente al combinarse, pero en presencia de oxigeno molecular las
posibilidades incluyen el choque entre el radical libre R. y el 02, resultando el radical
peréxido ROO. Este radical reacciona luego con una molécula de lipido sin activar (R'H)
generéndose el hidroperoxido ROOH vy el radical libre R., a través del cual se propaga la
reaccion en cadena (Nawar, 1991).

Etapa de terminacion. En esta Gltima etapa los radicales libres que provienen de la
descomposicion de los hidroperdxidos se asocian para dar compuestos estables. La ruta que
siguen los radicales libres y los radicales peroxidos depende de la presencia de
catalizadores, radiaciones ionizantes y la temperatura. Los productos finales de reaccion
incluyen compuestos carbonilicos de cadena corta como aldehidos y cetonas; estos
materiales son los responsables del sabor rancio y de las reacciones laterales que conducen

a un deterioro generalizado del aceite (Braverman, 1980).

1.6.1.3.4. indice de per6xidos en aceites

Los productos iniciales en la oxidacion (o rancidez oxidativa) de aceites y de grasas son los
hidroperoxidos (ROOH), normalmente Ilamados perdxidos, por lo tanto el indice de
perdxidos es usado como una indicacién general del nivel de deterioro de los aceites y las
grasas, en particular del relacionado con los procesos oxidativos ( Badui, 1991).

La determinacion de perdxidos se fundamenta en su capacidad de generar yodo a partir de
una disolucion de yoduro de potasio en acido acético glacial; el yodo formado se valora con
una disolucion patron de tiosulfato de sodio, utilizando una disolucion de almidén como
indicador. Los resultados del indice de peroxidos se reportan como miliequivalentes de
yodo formados a partir de un kilogramo de triacilglicerol muestra, los cuales son

equivalentes a los hidroperoxidos presentes en dicho triacilglicerol (Badui, 1991).
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1.7. Pruebas de calidad aceites esenciales

1.7.1. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (CG) es una técnica de separacion, fundamentada principalmente
en fendmenos de reparticion del analito entre dos fases; una movil, constituida por un gas
preferiblemente inerte (helio, argon, hidrégeno, nitrégeno); y otra estacionaria, constituida
por un solido o liquido soportado sobre las paredes de la columna. El cromatografo consta
de un sistema de inyeccion que permite introducir la muestra en la columna y un sistema de
deteccion de las diferentes sustancias a medida que éstas van saliendo de la columna. La
columna se coloca en un horno con temperatura regulable y programable, lo que permite
influir de forma decisiva sobre la separacién de los componentes de la mezcla (Baharum et
al., 2010; Granados et al., 2012; Matiz et al., 2012).

En la cromatografia de gases, la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una
columna cromatografica. La elucion se produce por el flujo de una fase maévil de un gas
inerte, y a diferencia de la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase maévil no
interacciona con las moléculas del analito; su unica funcion es la de transportar el analito a
través de la columna. Existen dos tipos de cromatografia de gases: gas - sélido y gas-
liquido. La cromatografia gas - liquido tiene gran aplicacion en todos los campos de la
ciencia. La cromatografia gas - sdlido se basa en una fase estacionaria solida en la cual se
produce la retencion de los analitos como consecuencia de la adsorcion fisica. La
cromatografia gas - solido ha tenido una aplicacion limitada debido a la retencién
semipermanente de las moléculas activas o polares en la fase estacionaria y a la obtencion
de picos de elucion con colas (una consecuencia del caracter no lineal del proceso de
adsorcion), de modo que esta técnica no ha encontrado una gran aplicacién excepto para la
separacion de ciertas especies gaseosas de bajo peso molecular. Es por ello que se trata sélo
brevemente en la final de este tema (Skoog & West, 2015). La cromatografia gas - liquido
se basa en la distribucion del analito entre una fase movil gaseosa y una fase liquida

inmovilizada sobre la superficie de un sélido inerte (RUA, 2009).

Un cromatografo de gases comprende cuatro bloques fundamentales, entre los cuales
figuran: sistema de aplicacion de la muestra (inyector), sistema de separacion (columna),

sistema de detector de analitos en la muestra (detector) y finalmente el sistema de datos. El
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cromatégrafo puede presentar otros dispositivos como detectores convencionales vy
espectrales, muestreadores de espacio cabeza, pirolizador, equipo de purga y trampas.
Algunos terpenos y esteres pueden isomerizarse o descomponerse al pasar por el inyector
que volatiliza la muestra liquida a aproximadamente 250 °C, esto se evita por medio de un
inyector tipo cold on column (Yagues, 2008). Para el analisis de aceites esenciales se
utilizan principalmente detector selectivo de masas y detector de ionizacién en llama, FID.

El FID se utiliza para cuantificar los componentes del aceite (Stashenko, 2009).

Las columnas mas utilizadas actualmente son de tipo capilar y estan constituidas por un
tubo de silice fundido de 0,25 mm de diametro y 25 a 60 m de largo; estas columnas
proporcionan una alta resolucion y permiten separar los componentes de las mezclas que
componen el analito por su polaridad y peso molecular. En el andlisis de los aceites
esenciales son muy utilizadas las que contienen como fase estacionaria polietilenglicol, que
es una fase polar; y poli (dimetilsiloxano) que es una fase no polar (Baharum et al., 2010).
La parte mas importante del sistema cromatografico es la columna, y su eleccidn esta
regida por la naturaleza de las muestras que se pretenden analizar. En la eleccion siempre se
debe considerar que La polaridad de la fase estacionaria, el diametro y la longitud de la
columna influyen directamente sobre la eficiencia de la separacion y el tiempo requerido
para realizar el analisis (Stashenko et al., 2010).

En los analisis de los componentes de un aceites esenciales mediante cromatografia gaseosa
se utiliza como parametro de medicion la comparacion de los tiempos de retencién (tr) de
cada uno de los analitos, o tiempo transcurrido entre la inyeccion de la muestra y la
aparicion del pico cromatografico, con los tr de los compuestos utilizados como patrones o
estandares de referencia. Los tiempos de retencion dependen de la técnica de inyeccion, las
variaciones de temperatura, el flujo de los gases de arrastre, el tipo de columna
seleccionado y el disefio del equipo (Stashenko et al., 2010).

Los indices de retencion proporcionan informacion respecto a la identidad de los
componentes, pero ésta no puede basarse exclusivamente en ellos, ya que muchas
moléculas poseen indices de retencion similares. Por esto es necesario aplicar otra técnica
que brinde mas informacion estructural como la cromatografia de gases acoplada a la

espectrometria de masas (Stashenko et al., 2010).
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En los analisis de los componentes de un aceite esencial mediante cromatografia gaseosa se
utiliza como pardmetro de medicién la comparacion de los tiempos de retencion (tr) de cada
uno de los analitos, o tiempo transcurrido entre la inyeccidn de la muestra y la aparicion del
pico cromatogréafico, con los tr de los compuestos utilizados como patrones o estandares de
referencia. Los tiempos de retencion dependen de la técnica de inyeccion, las variaciones
de temperatura, el flujo de los gases de arrastre, el tipo de columna seleccionado y el disefio
del equipo (Stashenko et al., 2010).

Los indices de retencion proporcionan informacion respecto a la identidad de los
componentes, pero ésta no puede basarse exclusivamente en ellos, ya que muchas
moléculas poseen indices de retencion similares. Por esto es necesario aplicar otra técnica
que brinde mas informacion estructural como la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (Stashenko et al., 2010).

En el Cuadro 1.7 se especifican los detectores de cromatografia de gases mayormente
utilizados en el andlisis de aceites esenciales.

Cuadro 1.7. Detectores de cromatografia de gases utilizados en el anélisis de aceites
esenciales y sus aplicaciones.

Detector de cromatografia de Abreviatura Aplicaciones

gases

Detector de conductividad TCD Universal, poco, utilizado por su
térmica sensibilidad muy baja.

Detector de ionizacion de llama FID

Detector fotométrico de llama FPD

Uno de los detectores mas
importantes y utilizados en el
analisis de aceites esenciales,
sobre todo en andlisis
cuantitativo.

Utilizado para la deteccion
selectiva de compuestos
azufrados en aceites esenciales de
grapefruit, ajo cebolla, ademas se
utiliza en la deteccion de residuos

de pesticidas organofosforados.
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Cuadro 1.7 (continuacion). Detectores de cromatografia de gases utilizados en el analisis

de aceites esenciales y sus aplicaciones.

Detector de cromatografia Abreviatura

de gases

Aplicaciones

Detector de captura de ECD

electrones

Detector selectivo de NPD

nitrogeno y fosforo

Detector de espectrometria MSD o MS

de masa

Altamente sensible y
selectivo para compuestos

que  contienen  grupos

electronegativos como
halégenos, azufrados,
nitrogenados, ademas

permite detectar residuos de
pesticidas organofosforados.
Utilizado para la deteccion
selectiva de componentes
nitrogenados en el aceite
esencial, ademéas para el
registro de residuos de
pesticidas organofosforados.
Uno de los detectores
espectrales mas utilizados
para el andlisis de aceites
esenciales, se  obtienen
espectros de masas
indispensables  para la
identificacion de

componentes del aceite.

Fuente: (Stashenko, 2009).
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1.7.1.1. Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas

Es una herramienta analitica muy eficiente para el estudio de la composicion de los aceites
esenciales, y muy adecuada para la identificacion de cada uno de sus componentes. La
inyeccion de la muestra puede hacerse directamente al cromatdgrafo, sin ningun
tratamiento previo, debido a que los componentes de los aceites esenciales son
regularmente de bajo peso molecular y relativamente volatiles; este es un aspecto
importante ya que se eliminan en gran medida las posibles modificaciones en la
composicion y/o la estructura de los constituyentes. En el cromatdgrafo, los componentes
de la muestra se separan y pasan al espectrometro de masas, permitiendo registrar el
espectro de cada una de las sustancias presentes en el aceite esencial. De esta forma los
constituyentes de la muestra se pueden identificar mediante los patrones de fragmentacion
que se observan en sus espectros de masas (Bauer, et al, 2001)

1.7.1.1.1. Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas comprende el estudio de los fragmentos ionizados (iones-
radical), provenientes de la ionizacién de compuestos puros, generados en la camara de
ionizacion del equipo de EM. Los iones obtenidos se aceleran mediante campos eléctricos y
son enviados hacia el analizador de masas, donde son discriminados de acuerdo a la
relacion masa/carga (m/z) que cada uno posee y se registran de acuerdo con su abundancia
0 corriente iénica parcial. Este registro se conoce como espectro de masas Yy €S
caracteristico para cada compuesto en particular (Lawrence, 2003). El equipo de masas esta
conformado por un sistema de alto vacio, una cdmara de ionizacion, un analizador de masas
o0 separador de iones, y un detector acoplado a un sistema de amplificacion y registro, las
sefiales se obtienen en forma de una grafica, denominada (Masada, 1997).

Para la obtencion de los iones-radical, se utiliza frecuentemente la ionizacion electronica.
En esta técnica, se emplea con regularidad un haz de electrones con una energia cercana a
70 eV, producidos por emision termoiodnica desde un filamento de tungsteno. El haz de
electrones interactta con las moléculas que llegan a la camara de ionizacion, y la energia
transmitida por el haz de electrones produce la ionizacién y subsiguiente fragmentacion de
las moléculas de la muestra (Grob, 1995).

La identificacion de los componentes del aceite esencial se realiza a través de comparacion

de los indices de retencion de las sustancias patrén, obtenidos en dos fases estacionarias,
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polar y apolar, con los indices de Kovéts experimentales calculados para los componentes
del aceites esenciales (Shibamoto, 1981; Ray, 2002), y mediante los diferentes patrones de
fragmentacion que se observan en sus espectros de masas (Satinder, 2003; Kitson, et al,
1996).

1.7.2. Determinacion de propiedades bioldgicas

Estas son muy importantes para productos que se utilizan para consumo humano
(saborizantes y aromatizantes de alimentos), productos de aseo personal como jabones y
pastas de dientes, o farmacos. El tipo de propiedad a determinar depende del uso que se
dara al aceite por ejemplo las propiedades antioxidante y antimicrobiana son importantes en
productos de aseo personal y cosméticos (Stashenko, 2009).

1.7.3. Solubilidad

Los aceites se disuelven bien en solventes organicos tales como benceno, pentano, éter de
petrdleo, etc. En cambio, se obtienen grandes diferencias de solubilidad en alcohol al 70 %
— 90 % (Bandoni, 2000). Si bien los aceites esenciales son solubles en medio no polar,
también suelen tener una solubilidad alta en etanol, lo que es ampliamente explotado en la
elaboracion de fragancias (Pomilio, et al, 1985). La norma internacional que rige esta
determinacion es la ISO 875:1999.

1.7.4. Otras pruebas de calidad que se realizan a los aceites esenciales son:
1. Evaluacion sensorial: La evaluacion sensorial se realiza a través de un panel de expertos
catadores, y ésta es decisiva a la hora de seleccionar un aceite esencial como ingrediente

odorifero, nota fragante en perfumes o desinfectantes (Stashenko, 2009).

2. Determinacion de propiedades fisicoquimicas: Para la determinacion de propiedades
fisico quimicas se describen los aspectos generales del aceite es decir su textura, color,
fluidez y se determinan constantes fisicoquimicas de acuerdo a normas internaciones como
por ejemplo se mide densidad, indice de refraccién, rotacion optica, acidez, punto de
congelacién. Estas constantes reflejan propiedades de la mezcla que son debidas a las
caracteristicas del aceite 0sea de su composicion quimica. En conjunto, las propiedades
fisico-quimicas y la composicion quimica de un aceite hacen su identificacion unica,

distintiva, que puede servir para la determinacion de origen, pureza, precio y aplicabilidad
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en alguna de las ramas de la industria alimentaria, farmacéutica, de perfumes, fragancias o

productos de aseo personal (Stashenko, 2009).

3. Indice de refraccion: El indice de refraccion de una sustancia transparente, mide la
relacién entre la velocidad de la luz en el vacio y la velocidad de la luz en el interior de la
sustancia. Se usa para la identificacion y determinacion de la pureza de un compuesto y
para el andlisis de la composicion de mezclas binarias homogéneas de constituyentes
conocidos. Esta propiedad sirve para controlar la pureza y la calidad debido a que cada tipo
de aceite esencial posee un indice de refraccion caracteristico (Bandoni, 2000) la norma
ISO 280:1998 exige su medicion.

4. Densidad: La determinacion de la densidad permite algunas veces deducir acerca de la
composicion de los aceites. Los aceites esenciales que tienen densidades mayores de 1,0
g/cm3 contienen principalmente fenoles o sus derivados y ésteres; los de densidad mas baja
son ricos en hidrocarburos monoterpénicos y sesquiterpénicos (Bandoni, 2000). La

densidad se mide de acuerdo con la norma ISO 279:1998.
1.8. Analisis estadistico

1.8.1. Anadlisis de varianza

Un andlisis de varianza (ANOVA) prueba la hip6tesis de que las medias de dos o mas
poblaciones son iguales. Los ANOVA evallan la importancia de uno o mas factores al
comparar las medias de la variable de respuesta en los diferentes niveles de los factores. La
hipotesis nula establece que todas las medias de la poblacion (medias de los niveles de los
factores) son iguales mientras que la hipotesis alternativa establece que al menos una es
diferente (Terradez, 2005).

Para ejecutar un ANOVA, debe tener una variable de respuesta continua y al menos un
factor categorico con dos o mas niveles. Los analisis ANOVA requieren datos de
poblaciones que sigan una distribucion aproximadamente normal con varianzas iguales
entre los niveles de factores. Sin embargo, los procedimientos de ANOVA funcionan
bastante bien incluso cuando se viola el supuesto de normalidad, a menos que una o mas de
las distribuciones sean muy asimétricas o si las varianzas son bastante diferentes. Las

transformaciones del conjunto de datos original pueden corregir estas violaciones el valor p
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se define como la probabilidad de obtener un valor tan extremo como el que se ha obtenido
en la realidad (Terradez, 2005).

Por ejemplo, si se disefia un experimento para evaluar la durabilidad de cuatro productos,
se coloca una muestra de cada producto en diez lugares y mide la durabilidad después de
80 dias. Debido a que se estd examinando un factor (tipo de producto), se utiliza un
ANOVA de un solo factor. Si el valor p es menor que el nivel de significancia, entonces se
concluye que al menos una media de durabilidad es diferente. Para informacién mas
detallada sobre las diferencias entre medias especificas, se utiliza un método de

comparaciones multiples como el de Tukey (Terradez, 2005).

El nombre "anélisis de varianza" se basa en el enfoque en el cual el procedimiento utiliza
las varianzas para determinar si las medias son diferentes. EI procedimiento funciona
comparando la varianza entre las medias de los grupos y la varianza dentro de los grupos
como una manera de determinar si los grupos son todos parte de una poblacion mas grande

0 poblaciones separadas con caracteristicas  diferentes  (Terradez, 2005).
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Capitulo 2

Materiales, equipo y metodologia

En este capitulo se describe la metodologia utilizada para el cumplimiento de los objetivos
de este proyecto. Se presentan los materiales, condiciones y equipos requeridos para
realizar la extraccion del aceite esencial de romero, la determinacion del caracter

antioxidante y la caracterizacion del aceite extraido.

La parte experimental se realiz en el laboratorio de quimica de la escuela de Tecnologia de
Alimentos de la Universidad de Costa Rica y en el laboratorio de Ingenieria Quimica
también de la Universidad de Costa Rica. El equipo y los reactivos fueron proporcionados

por estos laboratorios.
2.1. Materiales

Los materiales para los andlisis fueron proporcionados por el laboratorio de la Escuela de
Ingenieria Quimica, mientras que los equipos utilizados para realizar la extraccion se

obtuvieron del laboratorio de quimica de la escuela de Tecnologia de Alimentos.

El aceite de soya sin antioxidante lo proporcion6 la empresa INOLASA SA. EIl romero se

adquirio de un proveedor de Cartago como ramas frescas.

La prueba de caracterizacion se realizd en el Centro de Investigaciones en Productos
Naturales de la Universidad de Costa Rica por medio de un cromatografo de gases. La
determinacion de la capacidad antioxidante se realizé en el laboratorio de Ingenieria
Quimica. En el Cuadro 2.1 se enlistan las caracteristicas de los reactivos utilizados en los

analisis quimicos.



Cuadro 2.1. Reactivos utilizados en el desarrollo experimental del proyecto.

Reactivos Fabricante Grado Pureza
Hexano Arvi Gamma Técnico 99.6
Etanol N.R. Técnico 95

Acido acético glacial Merk Técnico 97
Tiosulfato de sodio Merk Reactivo 97
Almidon Almidonera reactivo N.r.
nacional
Cloroformo Labquimar Técnico 99.8
Dicromato de potasio Merk Anélisis 99.5
Acido sulfarico Merk Anélisis 95-97
concentrado
Yoduro de potasio Labquimar Reactivo 99
Bicarbonato de sodio Quiflo Técnivo N.r.
2.2. Equipo

Se armaron los equipos Soxhlet con capacidad para 30g de muestra para la extracciéon con
solventes y las trampas Clavenger para productos de baja densidad para la extraccién por
arrastre con vapor de agua, el equipo Sohxlet se encuentra en el laboratorio de quimica de
la Universidad de Costa Rica y las trampas Clavenger en el laboratorio de Quimica del
Centro de Investigacion en Tecnologia de Alimentos, estos equipos se detallan en la
metodologia experimental.

En el Cuadro 2.2 se presentan las especificaciones de los equipos utilizados durante el
desarrollo experimental. Ademdas se utilizd la siguiente cristaleria: balones aforados,
matraces erlenmeyers, beakers, probetas, vidrios de reloj, pipetas, agitadores de vidrios,
buretas, termémetros, embudos de espiga larga, embudos de espiga corta, goteros,
espatulas, viales y condensadores. En el Cuadro 2.2 se enlista el equipo utilizado en los

analisis de la tesis.
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Cuadro 2.2. Equipos utilizados en el desarrollo experimental del proyecto.

Equipo Fabricante Modelo NUmero de placa

Balanza analitica Ohaus 279853
Adventurer

Balanza semianalitica ~ Adam - 223342

Cromatdgrafo de gases Shimadzu GC-17A 321779

Licuadora Oster -

Secador TAISA OV-12 330582

Estufa al vacio Cole Parmer 60648 141856

Plantilla de Corning - 196077

calentamiento

Bomba de vacio Buchi V700 -

Equipo de extraccion Lab line instruments - 67394

Controlador de Polyscience - 330581

temperatura

Destilador Buchi B480 173442

Equipo Soxhlet Glassco - -

Trampas Clavenger Glassco - -

2.3 Metodologia experimental

2.3.1 Anélisis preliminar de las condiciones de operacion

Para iniciar con el desarrollo experimental del proyecto se realizé un estudio preliminar de

las condiciones con mayor efecto en el proceso de extraccion de aceites esenciales con el

fin de establecer los requerimientos de los equipos y la escala de estos.

Los principales factores que intervienen en la extraccion de aceites esenciales son el

método utilizado, solvente, composicion de la materia prima y especie. En los siguientes

puntos de analisis se determinan los intervalos de operacion y la justificacion para la

escogencia de las variables de disefio a desarrollar.
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e Meétodo utilizado para el proceso de extraccion de aceites esenciales

En cuanto al método utilizado segin Peredo et al. (2009), el método de arrastre por vapor
es un método muy sencillo y de bajo costo, en este método es posible utilizar un gas inerte
pero se tendran problemas de condensacion y recuperacion del destilado o del gas, por lo
que es mejor utilizar el vapor de agua. La temperatura a lo largo de la columna
permanecera constante a lo largo de la destilacion ya que no existen cambios en la presion
de vapor o en la composicion de los vapores de la muestra en otras palabras el punto de
ebullicion permanecera constante mientras ambos liquidos estén presentes en la fase liquida
y en el momento que uno de los liquidos se elimine de la mezcla en ebullicion este punto se
elevara bruscamente. En cuanto al método de extraccion por solventes Peredo et al. (2009),
la muestra a extraer se pone en contacto con solventes organicos y se realiza la destilacion
este método aunque es sencillo presenta inconvenientes de que pueden quedar residuos y
que es peligroso, por ende se utilizaron solventes de grado alimentario para minimizar

dicho peligro.
e Tiempo de extraccion para el proceso

Respecto a la variable tiempo, se determina mediante el método estipulado para la
extraccion con Soxhlet y extraccion por arrastre con vapor con trampas Clavenger. Para
Soxhlet, el método oficial estipula un total de 21 sifonazos como minimo u ocho horas
de extraccion. En el caso de la extraccion por arrastre por vapor, el método oficial
recomienda dos horas y treinta minutos a partir de que comienza a destilar en el balon

de fondo plano.
e Especie a extraer

Segun Stashenko (2009) el rendimiento de aceites esenciales varia entre un 0,1 %y 2 %
porcentaje masa-masa. En el caso del aceite esencial de romero este porcentaje es de
aproximadamente un 1,7 %, el cual se encuentra cercano al limite superior del rango

encontrado en la literatura.
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1.3.2. Pretratamiento de los ramos frescos de romero

En la extraccion de aceites esenciales uno de los principales problemas es el elevado
contenido de humedad de las hojas, que evita la salida del aceite esencial y por ende
disminuye el rendimiento. La forma de eliminar este problema es secando las ramas
frescas a aproximadamente 40° C durante tres dias. En la Figura 2.1 se muestra la
apariencia de las ramas frescas luego de realizar este pretratamiento anteriormente

mencionado.

Figura 2.1. Apariencia de los ramos de romero luego del secado a 40 °C.

Este pretratamiento a las hojas de romero se realiz6 un secador de aire caliente por
resistencia durante dos dias a 40 °C para evitar la degradacion y pérdida de compuestos
volatiles por altas temperaturas, posteriormente se separaron las hojas de las ramas, debido
a que las ramas no contienen aceite esencial, las hojas se molieron por medio de una
licuadora y se colocd en los balones o el equipo Soxhlet segun fuera el caso la muestra
anteriormente pesada. En la Figura 2.2 se muestra el secador utilizado para esta parte del

experimento.
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Figura 2.2. Secador utilizado para secar las ramas frescas de romero.

2.3.3. Primera etapa experimental

Se plantea una primera etapa experimental en la cual se varia la cantidad de solvente a
agregar en el pretratamiento del material para determinar con qué niveles de esta
variable trabajar, y una segunda etapa experimental donde se varia el tiempo de
pretratamiento para la extraccion para evaluar los tiempos de extraccion mencionados
anteriormente. En la Figura 2.1 se observa el secador al vacio utilizado para disminuir

la humedad de las hojas de romero utilizadas en la extraccion.
2.3.4. Determinacion de las condiciones de operacion

Para desarrollar la extraccion del aceite esencial se realiza un estudio de los principales
factores en este proceso, especificamente tipo de solvente, tiempo de extracciéon y
materia prima, con lo cual se determinan las condiciones de operacidn requeridas para

realizar la extraccion de este aceite esencial.

Respecto al tiempo de extraccion, se determina por medio de la literatura consultada, la
cual recomienda dos horas para el método de arrastre por vapor y 8 horas para el
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método Soxhlet (Castafieda et al., 2007; Zygadlo, et al, 1995). La materia prima se
obtiene con el mismo proveedor para todas las corridas y repeticiones.

Se realiza un andlisis de varianza para el estudio del efecto del disolvente arrastre por

vapor, etanol y hexano en la extraccion del aceite esencial de romero.

Como variable de respuesta ante este factor se utiliza el porcentaje de extraccion de

masa inicial de romero molido y el producto destilado.

Minicial — Mproducto

x 100

%Extraccion =
Minicial

Como variables fijas controlables se mantiene la temperatura de ebullicion de cada

solvente durante la extraccion, el romero utilizado y tiempo de destilacion.
Como variables fijas no controlables se presentan la temperatura y presién ambiente.
2.3.5. Instalacion y puesta en marcha del equipo de extraccion con solventes.

Para la extraccion del aceite esencial de romero con el método Soxhlet (disolventes etanol y

hexano) se fijaron las condiciones mostradas en el Cuadro 2.3.

Cuadro 2.3. Condiciones de operacion para extraccion de aceite esencial de romero con el

método Soxhlet.

Condicién Magnitud
Disolvente 250 mL
Tiempo 8h
Hojas secas romero 45¢
Agitacion 200 rpm
Temperatura Ebullicion disolventes
Temperatura del agua de enfriamiento 20 °C

La masa de hojas secas se determind por la capacidad del equipo Soxhlet y el volumen de
disolvente fue determinado por lo balones utilizados y por la capacidad del equipo Soxhlet,
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la agitacion fue establecida en la plantilla y debido a motivos técnicos se debe mantener a
un nivel de operacion medio- bajo para evitar el dafio a los balones utilizados y el tiempo
de extraccion se definio por medio de la literatura que establece 20 caidas de cabeza del
sifon Soxhlet. La temperatura se establecio como la temperatura de ebullicion de cada
disolvente que para el etanol fue de 78 °C y para el hexano de 66 °C, aproximadamente. La

temperatura del agua de enfriamiento en el condensador fue de 20 °C.

Este equipo consiste en un Soxhlet, un balén, un calentador para equipos Soxhlet y un

condensador. A continuacién se presenta el equipo en operacion en la Figura 2.3.

T

i = ~
. 6]

- "

\§

o -
=

LY N T

Figura 2.3. Equipo utilizado en operacion para llevar a cabo la extraccion de aceite

esencial por medio de equipo Soxhlet.
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Posteriormente a la extraccion se realiza la destilacion de la muestra en equipo Soxhlet
con los solventes en balones de fondo plano de 250 mL a 75 °C en el caso del etanol y
a 65 °C en el caso del hexano, se deja 25 sifonazos (9 horas aproximadamente donde la
camara del equipo Soxhlet se llena de solvente condensado y baja al baldén con el
extracto). En la Figura 2.5 se observa el calentador Soxhlet utilizado para realizar la

extraccion con solventes de aceite esencial de romero.

Figura 2.4. Calentador para extractor Soxhlet con solventes.

Para la purificacion del aceite esencial obtenido por el método Soxhlet (extraccién con
solventes) se procede a destilar el disolvente en un destilador al vacio marca Buchi por 10
minutos, de modo que no haya una ebullicién violenta del extracto en el equipo se regula la
temperatura del liquido de condensacion y las temperaturas de ebullicion de los solventes.
Las muestras se cuantifican y se determina el porcentaje de rendimiento por diferencia de

masas.

A continuacion, en la Figura 2,5, se presenta el equipo de destilacion en operacion.

48



Figura 2.5. Equipo de destilacion (rotavapor) en operacion.

2.3.6. Instalacién y puesta en marcha del equipo de extraccion con arrastre por vapor.

Se realiza la extraccion de la muestra en balones de 2 L con la muestra, agua 'y trampas de
Clavenger acopladas, se destila por 3 horas, donde el agua por tener alta densidad sale por
la parte de abajo del destilado en la bureta y cae al balon y el aceite esencial queda en la
parte de arriba de la trampa, se cuantifica por medio de una bureta pequefia donde se lee en
la interfase la cantidad de aceite esencial de romero. El destilado se separ6 tomando en
cuenta sus propiedades de inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el
aceite esencial, utilizando una pera de separacion de vidrio. Se deshidratd las impurezas de
agua en el aceite esencial con sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se guardd6 en un frasco de
vidrio bajo refrigeracion, a una temperatura de 4 °C, hasta su posterior uso.

Para la extraccion del aceite esencial de romero con el método de arrastre con vapor de

agua se fijaron las condiciones mostradas en el Cuadro 2.4.
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Cuadro 2.4. Condiciones de operacion para extraccion de aceite esencial de romero con el

método arrastre con vapor.

Condicién Magnitud
Agua 500 mL
Tiempo 2,5 h
Hojas secas romero 125¢
Agitacion 450 rpm
Temperatura 97 °C
Temperatura del agua de enfriamiento 19°C

La masa de hojas secas utilizadas en la extraccion con arrastre por vapor se determiné por
la capacidad del balon utilizado que fue de 2 Ly el volumen de disolvente igualmente fue
determinado por el volumen de dichos balones y por la capacidad de las trampas
Clavenger, la agitacion fue establecida en la plantilla y debido a motivos técnicos se debe
mantener a un nivel de operacion medio alto debido a que se debe agitar un mayor
volumen de liquido y el tiempo de extraccion se definié por medio de la literatura que
establece que el tiempo de extraccion debe ser de minimo 2,5 h. La temperatura se

establecio como la temperatura de ebullicién del agua que fue de 97 °C.

Este equipo consiste en una trampa Clavenger, un baldn, un calentador y un condensador.

A continuacion se presenta el equipo en operacion en la Figura 2.6.
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Figura 2.6. Equipo utilizado en operacion para llevar a cabo la extraccion de aceite

esencial por medio arrastre con vapor.
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2.3.7. Determinacion de propiedad antioxidante del aceite esencial de romero

Para la determinacion de la propiedad antioxidante del aceite esencial de romero extraido se

fijaron las condiciones mostradas en el Cuadro 2.5.

Cuadro 2.5. Condiciones de operacion para la determinacion de la propiedad antioxidante

del aceite esencial de romero extraido.

Condicién Magnitud
Temperatura de calentamiento del aceite de 180 °C
soya
Tiempo de calentamiento 5 min
Materia prima Aceite de soya sin antioxidante afiadido
Tiempo del analisis total 15 dias

La temperatura de calentamiento del aceite de soya para la determinacién se fijo como el
maximo alcanzado por la freidora utilizada que fue de 180 °C la cual es una temperatura
comunmente utilizada en la coccién y fritura de alimentos. En cuanto a la materia prima se
eligio aceite de soya por ser un aceite producido a nivel nacional por la empresa Inolasa y
por ser un aceite sumamente insaturado y por ende ser muy vulnerable a la oxidacion

lipidica de sus triacilgliceroles (Badui,1991).

El procedimiento realizado fue el siguiente: se determiné el indice de perdxidos de tres
muestras de aceite de soya calentado por duplicado a 180 °C durante 5 min, se almacend y
se repitio el procedimiento en diferentes dias a lo largo de dos semanas para evaluar la
oxidacion. Las muestras eran aceite sin antioxidante, con antioxidante artificial (BHT) y
con aceite esencial (extraido por el método con arrastre con vapor). La variable
experimental es el antioxidante utilizado y la variable respuesta el indice de peroxidos, el
cual consiste en una valoracion con una solucion patrén de tiosulfato de sodio
pentahidratado y disolucién de almidon como indicador. En la Figura 2.8 se ilustra el

freidor utilizado para oxidar el aceite por calentamiento a 180 °C.
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Figura 2.7. Freidor utilizado para calentar el aceite hasta 180 °C.
2.3.8. Caracterizacion del aceite esencial de romero obtenido.

El aceite esencial de romero obtenido por el método de arrastre con vapor es caracterizado
por cromatografia de gases con nitrogeno y helio como gases de arrastre y detector tipo
espectrofotdmetro de masas en el Centro de Investigaciones en Productos Naturales de la
Universidad de Costa Rica. Este andlisis dura un tiempo aproximado de 75 min y el equipo
compara los tiempos de retencién de los componentes del aceite esencial contra una base de
datos que contiene el analizador de datos del equipo por medio de un detector

espectrofotdmetro de masas.
2.3.9. Disefio estadistico
2.3.9.1. Extraccion del aceite esencial

Como analisis estadistico se utilizé un analisis de varianza de un factor (ANOVA), el

factor fue el método de extraccion y los tres tratamientos fueron extraccion con equipo
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Soxhlet (disolvente hexano), extraccion con equipo Soxhlet (disolvente etanol) y método de

arrastre con vapor de agua.
2.3.9.2. Prueba antioxidante

Como andlisis estadistico se utilizé un andlisis de varianza de dos factores para el indice de
peroxidos determinado del aceite de soya, donde los factores fueron tiempo y tratamiento
antioxidante, y donde se evaluaron con tres tratamientos (muestra si antioxidante, muestra

con BHT y muestra con aceite.
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Capitulo 3

Analisis de resultados

3.1. Determinacién del rendimiento del aceite esencial

En el Cuadro 3.1 se muestran los porcentajes de rendimiento de extraccidén obtenidos por
triplicado por método de arrastre con vapor y método de extraccion con solventes con

hexano y etanol, los tres por triplicado.

Cuadro 3.1. Porcentaje de rendimiento de extraccion de aceite esencial de romero por

medio de tres métodos.

Replica Extraccion Soxhlet  Extraccion Soxhlet Extraccion por

con etanol (% m/m)  con hexano(% m/m)  arrastre con vapor

(% m/m)
1 40,7 12,8 2,4
2 24,6 31,2 2,5
3 26,7 19,5 2,4

La medicién del rendimiento de extraccion se hizo por triplicado. Estas repeticiones se
realizaron el mismo dia para asegurarse que las condiciones del experimento como presion
y temperatura ambiental fueran las mismas ya que estas afectan en el tiempo de
calentamiento inicial del equipo y en las condiciones de ebullicion de los solventes
utilizados. En el cuadro 3.1, se aprecia que para los métodos con solventes hay grandes
variaciones entre algunas repeticiones del mismo tratamiento esto se debe principalmente a
las posibles pérdidas de material durante la extraccion y la destilacion del solvente y la
homogeneidad del romero utilizado. Esto se puede comprobar posteriormente en el analisis

estadistico de los datos.

Segun la literatura el rendimiento de aceites esenciales varian del 0,5 % al 2 % por lo tanto

los rendimientos obtenidos con solventes se encuentran muy por encima del limite superior
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esperado (Pérez, 2006). Un estudio realizado indica que con extraccién con solvente se
obtuvo un rendimiento promedio de 15,5 % y con destilacién por arrastre con vapor se
obtuvo un rendimiento promedio de 1,3 % (Martinello et al, 2005). Asi mismo en un
estudio realizado extrayendo aceite esencial de romero por medio del método de
hidrodestilacion con hojas frescas se obtuvo un rendimiento de 1,35 % Con base en esto se
observa que los valores obtenidos de rendimiento son mayores a los valores determinados

en los estudios.

Para determinar si la variacion en el método de extraccion es significativa, se debera
recurrir a un estudio estadistico, precisamente un Analisis de varianza (ANOVA por sus
siglas en ingles) de un factor. En cuyo caso la variable de respuesta esta representada por el
porcentaje de rendimiento. A partir de este estudio se podré determinar si la variacion es
consecuencia del error asociado a la medicion, o por el contrario, existe una variacion
significativa en el método y no es repetible de modo que se puede concluir si el método

utilizado influye en el rendimiento de extraccion del aceite esencial de romero.
3.2. Comprobacién del método anélisis de varianza para porcentaje de rendimiento

Para comprobar que el método es preliminarmente reproducible y por lo tanto es confiable
con 2 grados de libertad se realiza el analisis estadistico. Se realiza este analisis para el
porcentaje de rendimiento de aceite esencial para esto se requiere el calculo del promedio la
varianza y la desviacion estandar para cada tratamiento utilizado para extraer. En el Cuadro

3.2 se muestra el célculo de los estadisticos para cada tratamiento.

Cuadro 3.2. Estadisticos calculados para el porcentaje de rendimiento para cada uno de los

métodos de extraccion de aceite esencia utilizado.

Método de Promedio Desviacion Varianza
extraccion estandar
Extraccion 30,7 8,8 76,6

Soxhlet con etanol
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Cuadro 3.2 (continuacion). Estadisticos calculados para el porcentaje de rendimiento para
cada uno de los métodos de extraccion de aceite esencia utilizado.

Método de Promedio Desviacion Varianza
extraccion estandar
Extraccion por 2,4 0,06 0,003
arrastre con vapor
Extraccion 21,2 9,3 86,7
Soxhlet con
hexano

A partir de esta tabla se observa que las varianzas y por ende la desviacion estandar de los
porcentajes de rendimiento son diferentes para los tres tratamientos siendo mayores para las
extracciones con Soxhlet (hexano y etanol) que para la extraccion por arrastre con vapor lo
que significa que la variabilidad de las extracciones con Soxhlet son mayores a la
variabilidad de las extracciones con arrastre por vapor, esto podria ser debido a que en el
Soxhlet el material esta en contacto directo con el solvente no asi en el caso del equipo por
arrastre con vapor, ademas al utilizar el equipo Soxhlet se debe realizar una destilacion
final del solvente que con el equipo por arrastre no se debe efectuar. Sin embargo es
necesario realizar una prueba estadistica en este caso un ANOVA de un factor, para
demostrar si existe diferencia estadistica significativa entre los métodos analizados. Por lo
tanto se realiza el ANOVA en el programa JMP para determinar si hay diferencia
significativa entre los promedios para los tres tratamientos propuestos donde el

planteamiento de la hipétesis nula se describe con la ecuacion 3.1.

Ho: U1 = Uy = U3 Si P >X= 0,05 (31)

Y la correspondiente hipdtesis alternativa se muestra en la ecuacion 3.2.

HOI Uizlj Si p <X= 0,05 (32)
Luego de introducir los datos al programa JMP, los resultados obtenidos se muestran en el
Cuadro 3.3.
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Cuadro 3.3. Andlisis de varianza de un factor realizado para el porcentaje de rendimiento

de aceite esencial con un 95 % de confianza («=0,05).

Fuente Grados de Suma de Media de Probabilidad
libertad cuadrados cuadrados

Factor 2 1238,31 619,15 0,0091

Error 6 326,66 54,44

Total 8 1564,97

Como se observa en el Cuadro 3.3, se observo que la probabilidad tiene un valor de 0,0091
y la significancia o= 0,05 por lo tanto con un 95 % de confianza se puede decir que cabe
dentro de la zona de rechazo de la hipotesis nula, esta zona se encuentra en valores menores

al valor de la significancia asignado (a=0,05) para un 95 % de confianza.

Ademas se realiza una prueba de Tukey para todos los pares de tratamientos la cual se

muestra en el Cuadro 3.4.

Cuadro 3.4. Andlisis de medias para el porcentaje de rendimiento de aceite esencial con

un 95 % de confianza («<=0,05).

Método de Numero de réplicas Promedio Agrupacién prueba
extraccion de Tukey
Extraccion Soxhlet 2 30,7 A
con hexano
Extraccion Soxhlet 3 21,2 A
con hexano
Extraccion por 3 2,4 B

arrastre con vapor

Esta prueba se realiza para un 95 % de confianza y se evalUa especificamente el promedio
de los métodos utilizados y se le asigna una letra a cada valor obtenido. En este caso para
ambas extracciones Soxhlet con disolventes (etanol y hexano) se les asigna una misma

letra (A) lo cual quiere decir que sus promedios estan cercanos entre si y por lo tanto con la
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prueba de Tukey se concluye que las medias obtenidas no son significativamente diferentes
para la extraccion Soxhlet con hexano y para la extraccion Soxhlet con etanol.

Se presenta la grafica de los intervalos de confianza para el porcentaje de rendimiento en la
Figura 3.1. Para comprobar la validez de esta prueba, los residuos deben describir un

comportamiento normal.
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Figura 3.1. Gréafica de intervalos de confianza para el analisis de varianza de un factor para

el rendimiento del aceite esencial de romero por los métodos de extraccion utilizados.

Se observa que los intervalos de confianza, los cuales son calculados a partir de la
desviacion estandar agrupada, se extienden de tal forma que las medias de los tres métodos
de extraccion utilizados se encuentran dentro los limites de confianza establecidos, esta
conclusion reafirma la evidencia estadistica que arrojé la prueba de Tukey. Por lo tanto es
posible afirmar que con un 95 % de confianza, hay evidencia estadistica para rechazar la
hipétesis de igualdad de medias para el porcentaje de extraccion del aceite esencial de

romero extraido y por consecuencia aceptar la hipotesis de desigualdad de medias que dice
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gue el método de extraccion por arrastre con vapor da porcentaje de rendimientos menores
a los obtenidos por extraccion con solventes (hexano y etanol). Ademéas se obtiene que
ambas extracciones con Soxhlet se traslapan en gran parte de su intervalo por lo tanto se

puede concluir con mas seguridad que ambos métodos son estadisticamente iguales.

Para considerar validos un analisis de varianza se debe examinar los residuos para
comprobar la normalidad de la prueba. Debido a que una de las condiciones a cumplirse es
que los datos obtenidos muestren una distribucion normal para realizar este analisis se
grafican los residuos en tres graficas (probabilidad normal, ajustes e histograma).en la

Figura 3.2, se muestra la grafica de probabilidad normal.
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Figura 3.2. Gréfica de probabilidad normal para los residuos del anélisis de varianza de un
factor para el rendimiento del aceite esencial de romero por los métodos de extraccion

utilizados.

La grafica de probabilidad normal presenta los residuos distribuidos alrededor de la linea de
distribucion normal, sin embargo como se observa hay tres residuos alineados
verticalmente, este comportamiento mostrado no es el esperado debido a que se desea que
los puntos se distribuyan siguiendo un comportamiento a lo largo de la linea de normalidad.
Por lo tanto la grafica no arroja evidencia suficiente para comprobar la normalidad de los

residuos y por consiguiente se busca respaldar el analisis de normalidad con otras gréaficas.

En la Figura 3.3 se muestra la grafica de los residuos.
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Figura 3.3. Gréfica de ajustes para residuos del analisis de varianza de un factor para el

rendimiento del aceite esencial de romero por los métodos de extraccion utilizados.

La gréfica de residuos contra los valores ajustados arroja una distribucion de puntos no
simétrica a ambos lados de la recta lo cual es un posible indicador de una distribucién
normal de los datos. Ademas se observa que la gréfica no muestra una tendencia clara por
lo cual se puede decir que existe un criterio para afirmar que los residuos tienen un

comportamiento de distribucion normal.

A continuacion se muestra el histograma de los residuos en la Figura 3.4.

Figura 3.4. Histograma de los residuos para analisis de varianza de un factor para el

rendimiento del aceite esencial de romero por los métodos de extraccion utilizados.
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El Gltimo grafico que se debe analizar es el histograma de los residuos, en el grafico
mencionado se puede observar una ligera tendencia a una distribucion normal pues se
observa un valor alto cerca del centro y valores bajos en los extremos, este comportamiento

es esperado en residuos que cumplen con el criterio de normalidad.

A pesar de que se obtiene una evidencia no conclusiva en el grafico de probabilidad normal
para los residuos, al tomarse en cuenta los dos siguientes, se puede tomar la decision de
aceptar una normalidad de los datos, por lo tanto es posible concluir que los residuos
presentan una distribucion normal para la determinacion del porcentaje de extraccion de

aceite esencial de romero.

A pesar de que se obtiene en el andlisis estadistico que el porcentaje de rendimiento de la
extraccion con solventes (hexano y etanol) es significativamente mayor al porcentaje de
extraccion obtenido por el método de arrastre con vapor con un 95 % de confianza, se
deben tomar en cuenta otros factores como la pureza del aceite esencial obtenido. En el
Cuadro 3,5 se muestran los aspectos a evaluar en la toma de decision del aceite esencial a

utilizar en la prueba de la capacidad antioxidante del aceite esencial de romer.

Cuadro 3.5. Caracteristicas sensoriales y de proceso de los aceites esenciales obtenidos

por los metodos evaluados para la toma de decision.

Parametro Extraccion Soxhlet  Extraccion Soxhlet Extraccion por
con etanol con hexano arrastre con vapor
Color Verde oscuro Amarillo oscuro Incoloro
Consistencia Gelatinosa casi Pegajosa Liquida
solida
Aroma Aceite esencial de Aceite esencial de Aceite esencial de
romero romero romero
Viscosidad Alta Baja Baja
Tiempo de proceso 8 8 2,5
(h)
Pureza Baja Baja Alta
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Experimentalmente al extraer el aceite esencial con etanol y con hexano se obtiene un
aceite esencial no acorde con las caracteristicas esperadas como se observa en el Cuadro
3.5. El aceite esencial extraido con etanol presenta una consistencia gelatinosa y viscosa
debido posiblemente a la extraccion tanto de los volatiles como de otros componentes de la
planta como gomas, mucilagos, proteinas, celulosa, proteinas y ceras polares, ya que el
etanol es un solvente sumamente polar que va a solubilizar compuestos polares
mayoritariamente como los mencionados anteriormente. En cuanto el aceite esencial
extraido con hexano presentd una coloracion amarilla intensa y al tacto presentaba una
consistencia pegajosa debido probablemente a la extraccion de polifenoles de alto peso
molecular, tocoferoles, gomas y ceras, al ser este solvente sumamente no polar. En la
Figura 3.5.b se muestra el aceite esencial obtenido por medio de extraccion Soxhlet con
hexano como disolvente posterior a la destilacion el cual presenta una coloracién oscura

amarillenta debido a la presencia de tocoferoles y polifenoles.

Esto es debido a que el producto estd en contacto directo con el solvente y este baja al balon
extrayendo no solo los compuestos volatiles sino también los compuestos anteriormente
mencionados, estos al realizar la destilacion quedan en el balén y por ende son pesados
obteniéndose rendimientos altos. Contrariamente durante la extraccion por arrastre con
vapor, el agua se calienta y el vapor producido pasa por el material extrayéndose solamente
los compuestos volatiles que conforman el aceite esencial, sin otros componentes no
volatiles, estos son condensados y se separan por la insolubilidad que presentan los aceites
esenciales al agua. Se obtiene un aceite esencial sumamente claro y aromatico que se
evaporaba completamente al contacto con las manos sin dejar residuos, contrario al aceite
esencial obtenido con la extraccion Soxhlet los cuales eran oscuros y viscosos. Por esta
razén el rendimiento para el aceite esencial de romero extraido por arrastre con vapor es
mucho menor al obtenido por los otros dos métodos pero se obtiene un aceite esencial de
mejor calidad y por consiguiente con este se realiza el analisis de la propiedad antioxidante

por ser apto para un producto alimentario como lo es el aceite de soya.

Es importante mencionar ademas que el aceite esencial extraido por etanol presentd una
coloracion verde oscura debido a la extraccion de clorofila de las hojas que aunque estaban

secas aun presentaban este pigmento en su estructura. Al ser una molécula relativamente
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polar y orgénica es muy soluble en alcoholes por lo tanto no es de extrafiar que se haya
obtenido un aceite esencial verde. Ademas segun la literatura la clorofila es un compuesto
sumamente pro oxidante por ende no es conveniente agregarlo a alimentos muy
susceptibles a la oxidacién como los son los aceites de cocina (Badui, 1991). En la Figura
3.5.a, se muestra el aceite esencial obtenido por extraccion Soxhlet con etanol posterior a

la destilacion el cual muestra una coloracion verdosa y una consistencia pastosa.

Al obtenerse extractos no puros con ambos métodos de extraccion con solventes evaluados
y obtenerse un aceite esencial con caracteristicas de color y textura adecuadas para un
producto como el aceite de cocina con el método por arrastre con vapor (Figura 3.5.c), se
procede a utilizar este en las pruebas antioxidantes, pues es el que reune las caracteristicas
sensoriales necesarias. Ademas este aceite esencial es el menos costoso, pues no lleva un
proceso de refinacion para purificarlo y utilizarse de este modo en aceites, siendo el mas
adecuado para su uso en este tipo de producto, aun cuando fue el de menor porcentaje de
rendimiento segun el analisis estadistico realizado. Sin embargo, los aceites esenciales
extraidos por solventes podrian utilizarse en otros productos donde no sea necesario un

extracto tan puro, como embutidos, no sin antes realizar las pruebas adecuadas.
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Figura 3.5. Aceite esencial extraido por diferentes métodos. Método. a. Soxhlet con etanol

b. Soxhlet con hexano. c. Arrastre con vapor.
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3.3. Determinacion de la capacidad antioxidante del aceite esencial de romero

Como se observa en la Figura 3.6 al pasar el tiempo se aumenta el indice de perdxidos para
los tres tratamientos analizados (sin antioxidante, con antioxidante artificial y con aceite
esencial extraido por arrastre con vapor, esto concuerda con la teoria ya que al estar el
contacto el aceite con el oxigeno atmosférico y al calentarse este se promueve la oxidacion
lipidica de los tracilgliceroles obteniéndose indices de perdxidos mayores. Para los
antioxidantes no hay grandes variaciones entre las repeticiones del mismo tratamiento esto
se debe principalmente a que se utilizd la misma materia prima y las mismas condiciones.

Esto se puede comprobar posteriormente en el analisis estadistico de los datos.

En la Figura 3.6, se muestra el comportamiento del indice de perdxidos (parametro

utilizado para medir la capacidad antioxidante) en funcion del tiempo.
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Figura 3.6. indice de perdxidos de un aceite de soya en funcion del tiempo con diferentes

tratamientos antioxidantes.

En la Figura 3.6, se observa mas facilmente lo anteriormente mencionado y el indice de
peréxidos aumenta al pasar los dias, en mayor grado para el aceite de soya sin ningun
antioxidante y en menor grado para el aceite con antioxidante artificial (BHT). Ademas se
observa que al inicio el indice de perdxido se mantiene casi igual para los tres tratamientos
para despues en el dia 8 aumentar drasticamente sefial de que el aceite se estaba oxidando.
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Para determinar si la variacion en el tiempo y en el tratamiento antioxidante es
significativa, se debera recurrir a un estudio estadistico, precisamente un Analisis de
varianza (ANOVA por sus siglas en ingles) de dos factores. En cuyo caso la variable de
respuesta serd representada por el indice de perdxidos. A partir de este estudio se podra
determinar si la variacion es consecuencia del error asociado a la medicién, o por el

contrario, existe una variacion significativa en el método y no es repetible.

3.4. Comprobacion del método analisis de varianza para la actividad antioxidante del

aceite esencial de romero

Para comprobar que el método es preliminarmente reproducible y por lo tanto es confiable

con 4 grados de libertad se realiza el andlisis estadistico.

Como se mencion0 anteriormente se observa un comportamiento creciente en el indice de
peroxidos al pasar los dias y se observa una diferencia entre los tratamientos aumentandose
esta diferencia a los 8 dias, 11 dias y 15 dias. Sin embargo es necesario realizar una prueba
estadistica en este caso un ANDEVA de dos factores, para demostrar si existe diferencia
estadistica significativa entre los indices de perdxidos analizados. Por lo tanto se realiza el
ANDEVA en el programa JMP para determinar si hay diferencia significativa entre los
promedios para los tres tratamientos propuestos y el factor tiempo donde el planteamiento

de la hipétesis nula se describe con la ecuacion 3.3.

Ho: wij = pp = p3 sip >x= 0,05 (3.3)

Y la correspondiente hipdtesis alternativa se muestra en la ecuacion 3.4.

HO: ,uiji,uhk Si 1% <KX= 0,05 (34)

Luego de introducir los datos al programa JMP, los resultados obtenidos se muestran en el
Cuadro 3.6.
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Cuadro 3.6. Analisis de varianza realizado para el indice de perdxidos de aceite de soya

con diferentes tratamientos en el tiempo, con un 95 % de confianza («<=0,05).

Fuente Grados de Suma de Media de Probabilidad
libertad cuadrados cuadrados

Factor 14 26957, 76 1925,55 0,0001

Error 15 36,47 2,43

Total 29 26994,24

Como se observa en el cuadro 3.6, se observé que la probabilidad tiene un valor de 0,0001

y la significancia a= 0,05 por lo tanto con un 95 % de confianza se puede decir que cabe

dentro de la zona de rechazo de la hip6tesis nula, esta zona se encuentra en valores menores

al valor de la significancia asignado (a=0,05) para un 95 % de confianza.

Ademas se realiza una prueba de Tukey para todos los pares de tratamientos la cual se

muestra en el Cuadro 3.7.

Cuadro 3.7. Analisis de medias por medio de la prueba de Tukey para el indice de

perdxidos con tres tratamientos.

Tiempo Tratamiento indice de peréxidos promedio (mEq
(dias) peréxidos/kg de aceite)
1 Sin antioxidante 4,147
1 Con aceite esencial 2,04"
1 Con antioxidante artificial (BHT) 2,66"
3 Sin antioxidante 13,74%¢
3 Con aceite esencial 3,37"
3 Con antioxidante artificial (BHT) 2,83"
8 Sin antioxidante 17,45°
8 Con aceite esencial 12,177¢
8 Con antioxidante artificial (BHT) 10,48°
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Cuadro 3.7 (continuacion). Andlisis de medias por medio de la prueba de Tukey para el

indice de perdxidos con tres tratamientos.

Tiempo Tratamiento indice de perdxidos promedio (mEq
(dias) perdxidos/kg de aceite)
11 Sin antioxidante 79,38°
11 Con aceite esencial 33,78°
11 Con antioxidante artificial (BHT) 12,557¢
15 Sin antioxidante 108,20"
15 Con aceite esencial 44.69°
15 Con antioxidante artificial (BHT) 25,88F

Esta prueba se realiza para un 95 % de confianza y se evalla especificamente el promedio
de los métodos utilizados y se le asigna una letra a cada valor obtenido o dos en caso de que
se arroje que el promedio es igual a dos grupos. En este caso para tiempo de 1 dia se
observa que los tres tratamientos presentan un mismo indice de perdxidos puesto que los
tres métodos (sin antioxidante, con aceite esencial y con antioxidante artificial) son
sefialados con la misma letra H, esto quiere decir que los tres promedios son cercanos entre
si y por lo tanto se concluye que para el dia 1 las medias obtenidas no son

significativamente diferentes.

En el dia tres se observa que el indice de peroxidos promedio para el aceite esencial y para
el antioxidante artificial son cercanos entre si debido a que ambos presentan letra H
arrojada mediante la prueba de Tukey. Ademas es posible observar que el aceite aun
presenta el mismo indice de perdxidos calculado el primer dia. El aceite sin ningun
antioxidante si presenta una media diferente a los anteriores debido a que este ya se ha

comenzado a oxidar por no contar con un antioxidante que retarde este proceso.

En cuanto al octavo dia analizado se observa el mismo comportamiento mencionado
anteriormente, el aceite con antioxidante artificial presenta el mismo indice de perdxidos
promedio que el que contiene aceite esencial de romero y el aceite que no contiene

antioxidante si presenta un media diferente a los anteriores.
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Los dias 11 y 15, se observa que los tres tratamientos presentan diferentes letras al
asignarles las letras de la prueba de Tukey, esto quiere decir que con un 95% de confianza
las medias obtenidas para el aceite sin antioxidante, con aceite esencial y con antioxidante

artificial son diferentes.

Al comparar un mismo tratamiento en el tiempo se observa que el aceite de soya con aceite
esencial presenta menos variacion en sus promedios que el aceite sin antioxidante pero a su
vez el aceite con BHT presenta aun menor variacion, esto explica porque el aceite sin
antioxidante se oxidaba mas rapido que el aceite con antioxidante artificial y el que

contenia aceite esencial.

Para considerar validos un analisis de varianza se debe examinar los residuos para
comprobar la normalidad de la prueba. Debido a que una de las condiciones a cumplirse es
que los datos obtenidos muestren una distribucion normal para realizar este analisis se
grafican los residuos en tres graficas (probabilidad normal, ajustes e histograma). En la

Figura 3.7 se muestra la grafica de probabilidad normal.
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Figura 3.7. Grafica de probabilidad normal para los residuos del anélisis de varianza de
dos factores para el indice de perdxidos del aceite de soya analizado.

La gréfica de probabilidad normal presenta los residuos distribuidos alrededor de la linea de
distribucion normal, esto es lo esperado ya que los puntos se deben distribuir a lo largo de

la linea de normalidad lo cual se observa en la Figura 3.7. Por lo tanto la grafica arroja
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evidencia suficiente para comprobar la normalidad de los residuos y se busca respaldar el
andlisis de normalidad con otras gréficas. En la Figura 3.8, se muestra la gréfica de los

residuos.
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Figura 3.8. Gréfica de ajustes para residuos del analisis de varianza de un factor para el

indice de perdxidos del aceite de soya analizado.

La gréfica de residuos contra los valores ajustados arroja una distribucion de puntos
simétrica a ambos lados de la recta lo cual es un posible indicador de una distribucién
normal de los datos. Ademas se observa que la grafica muestra una clara tendencia por lo
cual se puede decir que no existe un criterio para afirmar que los residuos tienen un

comportamiento de distribucion normal.

A continuacion se muestra el histograma de los residuos en la Figura 3.9.
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Figura 3.9. Histograma de los residuos para anélisis de varianza de un factor para el indice

de perdxidos del aceite de soya analizado.

El dltimo grafico que se debe analizar es el histograma de los residuos, en el grafico
mencionado se puede observar una ligera tendencia a una distribucion normal pues se
observa un valor alto cerca del centro y valores bajos en los extremos, este comportamiento

es esperado en residuos que cumplen con el criterio de normalidad.

En este analisis estadistico los graficos arrojan una evidencia conclusiva para tomar la
decision de aceptar la normalidad de los datos y por lo tanto es posible concluir que los
residuos presentan una distribucion normal para el indice de peroxidos del aceite de soya

analizado.

Al tomar en cuenta las tres graficas, y observar sus tendencias. Se concluye, que no existe
evidencia significativa para afirmar que los residuos no se comportan de manera normal.
Por lo tanto, se toma la decision de aceptar que los datos son aleatorios, y el resultado del
analisis ANOVA para el indice de perdxidos del aceite de soya presenta validez estadistica.

Como se demostro en el analisis estadistico anterior este tiene validez estadistica por ende
se puede concluir con un 95 % de confianza que el aceite de soya con esencial de romero
presenta efecto antioxidante igual al del aceite de soya con antioxidante artificial en los
primeros ocho dias del analisis para posteriormente aumentar el indice de perdxidos en el

aceite con aceite esencial con respecto al del aceite con antioxidante artificial.
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3.5. Caracterizacion del aceite esencial obtenido por el método de arrastre con vapor y

utilizado en las pruebas antioxidantes.

En el Cuadro 3.8, se muestra los resultados de la cromatografia de gases realizados al
aceite esencial de romero extraido por arrastre por vapor para determinar cuéles

componentes presentan propiedades antioxidantes segun la literatura.

Cuadro 3.8. Composicion del aceite esencial extraido por arrastre con vapor determinada

por medio de cromatografia de gases.

Componente Composicion (% m/m)
Tricicleno 0,14
Organeno, alfa-tujeno 0,28
Alfa-pineno 24,99
Canfeno 3,81
Tuja-2,4(10)-dieno 0,52
Sabineno 0,07
Beta-pineno 3,30
Beta-mirceno 1,81
Alfa-terpineno 0,44
p-cimeno, p-cimol, canfogeno 0,47
Eucaliptol, Cineol 28,37
Gamma-terpineno 0,96
Hidrato de trans-sabineno 0,32
Linalool 3,87
Alfa- terpinoleno 0,67
3,5-heptdien-2-ol 0,67
Oxido de Alfa-pineno 0,08
(S)-cis-verbenol 0,39
Alcanfor, Biciclo heptan-2-ona 3,03
1,6-octadieno 0,11
Pinocarvona 0,36
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Cuadro 3.8 (continuacion). Composicion del aceite esencial extraido arrojado por medio

de cromatografia de gases.

Componente Composicion (%em/m)
Ciclopenteno-1-etanol 0,07
Borneol 3,64
Biciclo heptan-3-ona 0,84
3-ciclohexen-1-ol 1,15
Ciclohexen-1-metanol 2,52
Biciclo-hept-3-en-2-ona 10,26
3-penten-2-ona 0,11
Beta-citronellol 0,20
z-citral 0,13
(-).cis-Mirtanol 0,09
Trans-geraniol 3,36
E-citral 0,29
Bornil acetato 1,58
Geranil acetato 0,25
Trans-cariofileno 0,55

El analisis que se lleva a cabo para identificar los compuestos de los aceites esenciales y
para determinar los porcentajes relativos de los mismos en la fraccidn volatil, se realiza
mediante técnicas de cromatografia de gases e identificacion de los compuestos por
espectrofotometro de masas acoplado al cromatdégrafo (Pino et al., 2010); y fue posible
identificar 36 componentes de los 38 picos lanzados por el cromatdgrafo.

Como se observa en el Cuadro 3.8, los principales componentes del aceite esencial de
romero extraido fueron alfa-pineno (24,99 %), biciclo-hept-3-en-2-ona (10,26 %),
eucaliptol (28,37 %), borneol (3,64 %) y alcanfor (3,03 %), estos coinciden con los
compuestos mayoritarios encontrados por Tafurt et al., 2005, el cual reporta 28,7 % de
alcanfor, 15,9 % de eucaliptol y 10,4 % de alfa- pineno. Las condiciones agroecoldgicas

del cultivo y los parametros operacionales del proceso de extraccion son las variables que
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inciden sobre la composicion y el rendimiento de los aceites esenciales. Las variaciones en
las condiciones agroecoldgicas inducen cambios morfoldgicos, histolégicos y fisiologicos
en la planta. En un estudio realizado en Tunez se concluy6 que la composicion varia con el
quimiotipo y las condiciones climaticas, entre las variedades estudiadas hubo variaciones
significativas eucaliptol (20,34-45,79 %), alcanfor (8,5-30,17 %), alfa-pineno (6,53-13,1
%) y borneol (3,73-25 %) fueron los que con mas frecuencia se encontraron (Zaouali et al.,
2005); estos coinciden también con los compuestos mayoritarios encontrados en el analisis
cromatografico realizado al aceite esencial de romero extraido. En otro estudio realizado en
Argelia, se concluyo6 que los principales componentes del aceite esencial fueron 1,8-cineol
(29,5 %), 2-etil-4,5-dimetilfenol (12,0 %), alcanfor (9,5%), borneol (9,4%), (+)-alfa-
terpineol (9,2 %), alfa-pineno (7,5 %) y canfeno (5,0%), los cuales también coinciden, con
los principales componentes encontrados, el alcanfor, borneol y alfa-pineno, aunque en
diferentes proporciones (Touafek et al., 2004). Un estudio llevado a cabo en Italia arrojo
que los principales componentes del aceite esencial de romero fueron alfa-pineno, borneol,
(-)-canfeno, alcanfor, verbenona y bornilacetato, los cuales en su mayoria coinciden con los
compuestos mayoritarios encontrados en el aceite esencial de romero extraido (Angioni et
al., 2004).

Segun la clasificacion de compuestos realizada por Souza et al (2007) y Angioni et al
(2004) en el aceite esencial analizado (extraccion por arrastre con vapor) se encontraron
monoterpenos como el alfa-pineno (24,99 %), beta-pineno (3,30 %) y beta-mirceno (1,81
%), mono terpenos oxigenados como el 1,8-cineol (28,37 %), alcanfor (3,03 %), borneol
(3,64 %) y geraniol (3,36 %), y sesquiterpenos como el cariofileno (0,55%).
Predominando en el aceite esencial extraido los monoterpenos como lo reporta la literatura
(Stashenko, 2009).

Se han diferenciado tres quimiotipos diferentes de la planta de romero cineoliferum (alto
porcentaje de 1,8-cineol), camforiferum (con mas de un 20 % en alcanfor) y
verbenoniferum (con méas de un 15 % en verbenona). Si se observa el Cuadro 3.8, el aceite
esencial presenta 28,3 % de cineol por lo que se puede decir que el quimiotipo extraido fue
el cineoliferum, el cual presenta esta caracteristica tipica (alto contenido de cineol).
Ademas, este casi no contiene verbenona y el contenido de alcanfor es bajo descartandose

los otros dos quimiotipos (Mufioz, 2002).
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Adicionalmente, otros estudios han mostrado que algunos aceites esenciales y sus
fitoconstituyentes poseen la capacidad de atrapamiento del cation- radical 2,2’-azinobis- (3-
etilbenzotiazolina- acido sulfénico) ABTS+ y del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo DPPH
igual o superior a la de antioxidantes sintéticos como la vitamina E, el trolox y el acido
ascorbico (Tafurt et al., 2005).

En un estudio se determind que el alfa-terpineno, alfa-terpinoleno y gamma-terpineno
tenian capacidad antioxidante (Hyun-Jim Kin et al., 2004). En otro estudio se determind
que el gamma- terpineno (0,96 %), mirceno (1,81 %), geraniol (3,36 %) y el terpinoleno
(0,67 %) presentaban capacidad antioxidante alta y el alfa-pineno (24,99 %), beta- pineno
(3,30 %), 1,8-cineol (28,37 %) vy linalool (3,87 %) presentan capacidad antioxidante media,
todos estos compuestos presentes en el aceite esencial extraido y cabe destacar que el alfa-
pineno, beta-pineno, 1,8-cineol y el linalool se encuentran entre los componentes
mayoritarios del aceite esencial analizado (Choi et al., 2000). Ademas el cariofileno (0,55
%) es otro compuesto que presenta capacidad antioxidante en lipidos el cual también fue
encontrado en la muestra analizada (Tafurt, 2003).

El mecanismo de la accién antioxidante de los aceites esenciales no se conoce con toda
certeza. Sin embargo, en un estudio, se sugiere que el gamma-terpineno (0,96 %), presente
en varios aceites esenciales incluido el extraido como se observa en el Cuadro 3.8, actla
como antioxidante al retardar la peroxidacion del acido linoleico, porque los radicales
peroxilo formados a partir de éste (HOO.) reaccionan rapidamente con los radicales
peroxilo del &cido linoleico (LOO.). De tal forma que se disminuye la concentracion de los
radicales peroxilo del &cido linoleico (LOOQ.) en el estado estacionario (Tafurt et al., 2005).
Esta podria ser la explicacién para el efecto antioxidante encontrado en los primeros 8 dias

del analisis realizado.
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4. Conclusiones y recomendaciones

a. Conclusiones

La comparacion estadistica de los métodos de extraccion dio como resultado que existe
una diferencia significativa para rechazar la hipotesis nula de que las mediciones son
iguales, es decir, al menos uno de los procedimientos de extraccion es diferente. Con la
prueba de Tukey se concluye que el método de extraccion por arrastre con vapor da
porcentaje de rendimiento menor al obtenido por extraccion con solventes (con hexano y

etanol) con un 95 % de confianza.

La comparacién estadistica del indice de perdxidos en el tiempo muestra que no existe
diferencia significativa en los primeros 8 dias del analisis entre el antioxidante sintético y el
aceite esencial extraido por el método de arrastre por vapor, ademas se muestra que a partir
del tercer dia el indice de perdxidos sin antioxidante es diferente a los otros dos

tratamientos analizados.

El aceite esencial extraido por el método de arrastre por vapor contiene eucaliptol 28,37
%, alfa-pineno en un 24,99 % y 10,26 % Biciclo-hept-3-en-2-ona como componente
mayoritarios, de los cuales todos presentan actividad antioxidante segin la literatura

consultada.

El quimiotipo extraido fue el cineoliferum, el cual presenta alto contenido de cineol como

caracteristica tipica.

Los componentes minoritarios que se encontraron en el aceite esencial extraido que se ha
demostrado que presentan capacidad antioxidante son mirceno, geraniol, gamma-terpineno,

beta-pineno, linalool y terpinoleno.

El aceite esencial extraido con etanol presentd una consistencia pastosa y una coloracion
verdosa, debido a la extraccién de clorofila, proteinas y celulosa, por lo tanto no es viable

para utilizarse en aceites comerciales como antioxidante.



El aceite esencial extraido con hexano presentd una consistencia cerosa Yy una coloracion
amarillenta, debido a la extraccién de ceras y polifenoles, por lo tanto no es viable para

utilizarse en aceites comerciales como antioxidante.

b. Recomendaciones

Se recomienda el uso del aceite esencial extraido por arrastre por vapor para su evaluacion
como antioxidante natural en aceites comerciales, ya que presenta una mayor pureza, menor
tiempo de extraccién que conlleva en un menor gasto de agua en el condensador y de fuente
de calentamiento, ademas presenta una coloracion y una consistencia adecuada para el

producto a evaluar.

Fabricar lotes mas grandes para comprobar si se mantienen las caracteristicas a una mayor
escala.

Aplicar los métodos de extraccion empleados en otros aceites esenciales (tomillo,
orégano, albahaca, menta, entre otros), con el fin de determinar el porcentaje de
rendimiento obtenido.

Determinar la propiedad antioxidante de aceites esenciales extraidos por arrastre con vapor
de otras plantas aromaticas en aceites comerciales.

Determinar la propiedad antimicrobiana y anti fungica del aceite esencia de romero
extraido

Emplear otros disolventes de menor toxicidad como el propanol, para la extraccion del

aceite esencial de romero.

Considerando que las sustancias naturales presentes en los extractos analizados pueden ser
responsables del efecto antioxidante, es preciso continuar el estudio de aislamiento y
purificacion de cada uno de los componentes para poder ser formulados en un futuro como
posibles aditivos con actividad antioxidante en aceites comerciales.

Realizar comparaciones de la propiedad antioxidante del aceite esencial de romero con
otras moléculas organicas que presentan esta propiedad como la vitamina A, &cido

ascorbico y los tocoferoles.
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5.Nomenclatura

Simbolo Descripcion Unidades
m Masa g
P Pureza
\% Volumen L
MM Masa molar g/mol
Cn Concentracion mol/L
M Molaridad mol/L
H Hipdtesis
gl Grados de libertad
n Numero total de datos
t Tiempo h
U Promedio
p Probabilidad
o Significancia estadistica
IP indice de peréxidos mEqg/kg TAG
Subindices
i Inicial

m Muestra
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Apéndice A: Datos experimentales

Cuadro A.1. Masas para determinar el % de rendimiento de aceite esencial de romero por
extraccion con solventes etanol.

Medicidn Masa ()
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
Baldn 104,99 106,21 111.58
Romero seco 20,23 20,69 20,67
Balon + aceite 113,22 111,3 117,09
esencial
Aceite esencial 8,23 5,09 5,51

Cuadro A.2. Masas para determinar el % de rendimiento de aceite esencial de romero por

extraccion con solventes hexano.

Medicion Masa (g)
Replica 1 Réplica 2 Réplica 3
Balon 106,29 109,41 108,67
Romero seco 19,87 19,94 20,28
Balon + aceite 108,82 115,62 112,63
esencial
Aceite esencial 2,54 6,21 3,96

Cuadro A.3. Masas para determinar el % de rendimiento de aceite esencial de romero por

extraccion con arrastre por vapor de agua.

Medicion Masa ()
Reéplica 1 Réplica 2 Réplica 3
Romero seco 19,87 19,94 20,28
Vial 12,30 13,41 13,27
Vial+ aceite esencial 15,34 16,43 16,29
Aceite esencial 3,04 3,02 3,03
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Cuadro A.4. Masas de tiosulfato de sodio pentahidratado para preparar la disolucion
patron para realizar la valoracion del indice de peroxidos en el tiempo de la corrida
1, 97% de pureza.

Dia Masa tiosulfato de sodio VVolumen balén (mL)

pentahidratado (g)

1 0,619 250,00
3 0,624 250,00
8 0,656 250,00
11 0,650 250,00
15 0,654 250,00

Cuadro A.5. Masas de tiosulfato de sodio pentahidratado para preparar la disolucién
patron para realizar la valoracion del indice de perdxidos en el tiempo de la corrida
2, 97% de pureza.

Dia Masa tiosulfato de sodio Volumen balén (mL)

pentahidratado ()

1 0,627 250,00
3 0,619 250,00
8 0,646 250,00
11 0,647 250,00
15 0,646 250,00
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Cuadro A.6. Masas de aceite para determinar el indice de peroxidos en el tiempo y
volumen de disolucion de tiosulfato de sodio consumido de la corrida 1 (sin

antioxidante por triplicado).

Dia Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

Masa Volumen Masa Volumen Masa Volumen

aceite (g) de aceite (g) de aceite (g) de
disolucion disolucion disolucion

(mL) (mL) (mL)

1 1,075 0,40 1,089 0,70 1,096 0,40

3 1,078 1,30 1,058 1,50 1,047 1,90

8 1,016 1,75 1,021 1,80 1,013 2,10

11 1,048 8,50 1,156 9,00 1,047 9,00

15 1,201 14,50 1,051 7,00 1,195 13,00

Cuadro A.7. Masas de aceite para determinar el indice de perdxidos en el tiempo y
volumen de disolucion de tiosulfato de sodio consumido de la corrida 1 (con aceite

esencial por triplicado).

Dia Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
Masa aceite Volumen Masaaceite  Volumen Masaaceite  Volumen
(9) de (9) de (9) de
disolucion disolucion disolucion
(mL) (mL) (mL)
1 1,187 0,15 1,074 0,25 1,078 0,30
3 1,157 0,30 1,158 0,50 1,045 0,55
8 1,031 1,35 1,012 1,25 1,033 1,20
11 1, 067 3,50 1,017 2,50 1,204 5,00
15 1,237 3,00 1,158 5,15 1,075 4,95
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Cuadro A.8. Masas de aceite para determinar el indice de peroxidos en el tiempo y
volumen de disolucion de tiosulfato de sodio consumido de la corrida 1 (con

antioxidante comercial por triplicado).

Dia Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
Masa Volumen Masa Volumen Masa Volumen
aceite (g) de aceite (g) de aceite (g) de

disolucion disolucion disolucion

(mL) (mL) (mL)

1 1,043 0,15 1,167 0,40 1,154 0,35

3 1,018 0,30 1, 207 0,35 1,135 0,75

8 1,014 1,20 1,011 0,90 1,200 1,30

11 1,074 1,50 1,125 0,45 1,018 1,25

15 1,386 2,75 1,103 2,95 1,156 3,15

Cuadro A.9. Masas de aceite para determinar el indice de perdxidos en el tiempo y
volumen de disolucion de tiosulfato de sodio consumido de la corrida 2 (sin

antioxidante por triplicado).

Dia Réplica 1 Réplica 2 Reéplica 3
Masa Volumen Masa Volumen Masa Volumen
aceite (g) de aceite (g) de aceite (g) de

disolucion disolucion disolucion

(mL) (mL) (mL)

1 1,195 0,45 1,139 0,60 1, 045 0,50

3 1,064 1,50 1,043 1,10 1,037 1,80

8 1, 004 1,70 1,011 1,70 1, 080 1,90

11 1,025 8, 50 1,039 7,60 1,152 8,70

15 1,031 5,90 1,094 13,90 1,095 11,30
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Cuadro A.10. Masas de aceite para determinar el indice de perdxidos en el tiempo y
volumen de disolucién de tiosulfato de sodio consumido de la corrida 2 (con

antioxidante comercial por triplicado).

Dia Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

Masa Volumen Masa Volumen Masa Volumen

aceite (g) de aceite (g) de aceite (g) de
disolucion disolucion disolucion

(mL) (mL) (mL)

1 1,036 0,25 1,173 0,30 1,146 0,25

3 1,215 0,35 1,008 0,25 1,127 0,70

8 1,004 1,30 1,006 1,00 1,251 1,20

11 1,065 1,30 1,113 1,30 1,011 1,20

15 1,486 2,70 1,085 2,60 1,137 2,90

Cuadro A.11. Masas de aceite para determinar el indice de peroxidos en el tiempo y
volumen de disolucion de tiosulfato de sodio consumido de la corrida 2 (con aceite

esencial por triplicado).

Dia Réplica 1 Réplica 2 Reéplica 3

Masa Volumen Masa Volumen Masa Volumen

aceite (g) de aceite (g) de aceite (g) de
disolucion disolucion disolucion

(mL) (mL) (mL)

1 1,195 0,25 1,075 0,20 1,097 0,20

3 1,148 0,30 1, 258 0,20 1,021 0,50

8 1,021 0,30 1,021 1,20 1,090 1,20

11 1,064 3,60 1,009 2,40 1,198 4,80

15 1,216 2,70 1,126 4,85 1,075 4,80
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Apéndice B: Resultados intermedios.

Cuadro B.1. Concentracion de tiosulfato de sodio pentahidratado de la disolucion patrén
para realizar la valoracion del indice de perdxidos en el tiempo de la corrida 1, 97%

de pureza.

Dia Concentracion disolucién patron de

tiosulfato de sodio pentahidratado (mol/L)

1 0,0098
3 0,0097
8 0,0099
11 0,0101
15 0,0102

Cuadro B.2. Concentracion de tiosulfato de sodio pentahidratado de la disolucién patron
para realizar la valoracion del indice de perdxidos en el tiempo de la corrida 2, 97%

de pureza.

Dia Concentracion disolucién patron de

tiosulfato de sodio pentahidratado (mol/L)

1 0,0097
3 0,0098
8 0,0103
11 0,0102
15 0,0102
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Cuadro B.3. Indice de peroxidos en el tiempo para determinar la capacidad antioxidante
del aceite esencial de romero en el tiempo.

Dia indice de per6xidos (mEq perdxidos/kg de aceite)
Sin antioxidante Con antioxidante Con aceite esencial de
artificial romero

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 1 Corrida 2 Corrida 1 Corrida 2

! 4,63 3,65 2,34 2,97 1,80 2,28
3 13,75 13,72 2,81 2,85 2,55 4,18
8 17,37 17,53 10,19 10,77 12,05 12,28
11 76,74 82,01 12,06 13,04 34,38 33,18
15 105,51 110,88 24,50 27,26 44,04 45,33

Apéndice C: Muestra de calculo

C.1. Rendimiento de extraccion

La formula para calcular el rendimiento de la extraccion de aceite esencial de romero es:

. m; —Mmy
%Extraccion = —— x 100
m;

Utilizando los valores del Cuadro A.1, fila 1, columna 2; Cuadro A.1, fila 3, columna 2.

8,23 g
20,23 g

%Extraccién =

X 100 = 40,7 %

El resultado se encuentra en Cuadro 3.4.1, fila 1, columna 2.
C.2. Concentracion de tiosulfato de sodio pentahidratado.

La formula para calcular la concentracion de tiosulfato de sodio pentahidratado es:

mtiosulfato de sodio * p

Cny; 0o =
tiosulfao de sodio
Vbalén * MMtiosulfato de sodio
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Utilizando los valores del Cuadro A.4, fila 1, columna 1; Cuadro A.1, fila 1, columna

3.
C 0,619 g * 0,97 0,0097mol
Ntiosulfao de sodio = =
0,25 L 248,1841g L
mol

El resultado se encuentra en Cuadro B.2, fila 1, columna 2.
C.3. indice de peroxidos del aceite de soya.
La formula para calcular la concentracion de aceite de soya es:
_ 1mEql, 1mEqperoxidos
((Vn = Vo) * M)nay505 * TimEgNa,S0; — 1mEq T,

my, * %Grasa * 1kg
100 * 1000g

IP =

Utilizando los valores del Cuadro A.6, fila 2, columna 2; Cuadro A.6, fila 2, columna 3.

0,0097mEq Na,S0; 1mEql, 1mEqperdxidos

p= (0,40 = 0,00)mL « L 1mEqNa,S0, 1mEq I, _ 3,65 mEq
1,075 g 100 % * 1kg kg TAG
100 = 1000g

El resultado se encuentra en el Cuadro B.3, columna 3, fila 1.

Apéndice D: Procedimientos

D.1. Pretratamiento de las hojas de romero
1. Se secaron por 2 dias a 40°C en un secador de aire caliente.
2. se separo las hojas del resto de la planta ya seca.

3. Se molieron las hojas en una licuadora.
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D.2. Extraccion del aceite esencial por el método Soxhlet con solventes (etanol y
hexano).

1. Por triplicado, se pesa aproximadamente 20 g de romero seco y molido en paquetes de

papel filtro y se coloca en el equipo Soxhlet.

2. Se arma el equipo con el Soxhlet, el baldn, el calentador y el condensador y se colocan

las mangueras en el condensador.

3. Se enciende el calentador progresivamente y se abre el agua del condensador hasta que

se obtenga un flujo uniforme.

4. Se agregan aproximadamente 100 mL del solvente a utilizar en balones de 250 mL con

fondo plano., y se espera a que comience a hervir el solvente en el balon.

5. Se deja el equipo hasta que concluyan 25 sifonazos o 8 horas de operacion.
6. Se pesa el aceite esencial extraido por diferencia.

D.3. Extraccion del aceite esencial por el método de arrastre por vapor

1. Por triplicado, se pesa aproximadamente 150 g de romero seco y molido y se colocan en
balones de 2 L.

2. Se arma el equipo con la trampa Clavenger, el baldn, el calentador y el condensador y se

colocan las mangueras en el condensador.

3. Se enciende la plantilla y se abre el agua del condensador hasta que se obtenga un flujo

uniforme.

4. Se agregan aproximadamente 600 mL del agua en balones de 2 L, y se espera a que

comience a hervir el solvente en el baldn.
5. Se deja el equipo hasta que concluyan aproximadamente 3 horas de operacion.

6. Se pesa el aceite esencial extraido por diferencia.
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D.4. Determinacion del indice de perdxidos
1. Por duplicado, pese masas de 1,0 g de la muestra a analizar en sendos frascos

yodimétricos de 250 6 500 mL,

2. Agregue a cada frasco yodimétrico, 10 mL de cloroformo (medido con probeta).

Disuelva la muestra.

3. Agregue, a cada fraso yodimétrico: 15 mL de &cido acético glacial, una punta de espatula
de bicarbonato de sodio y 2 mL de disolucion saturada de yoduro de potasio. Tape, agite y

mantenga en la oscuridad durante una hora.

4. Ahade 30 — 50 mL de agua destilada y 5 mL de disolucion indicadora de almidén.

5. Valore con una disolucién patron de tiosulfato de sodio 0,001 mol/L, hasta que el color

azul desaparezca.

D.5. Cromatografia de gases del aceite esencial.

1. Se enciende el cromatdgrafo de gases y se espera por 10 minutos aproximadamente para

eliminar impurezas de la columna.

2. Se inyecta la muestra (2 pL) al cromatografo por medio de una jeringa graduada y se

espera por 30 minutos a que toda la muestra pase la columna.
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