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Resumen

En el marco de este trabajo se obtuvieron fracsi@omcentradas en potencial
antioxidante a partir de aceite esencial de romalaando la operacién de destilacion
molecular.

En esta tesis se detallan las actividades reabzpada disefiar, construir y poner
en marcha un prototipo de destilacion moleculakestigandose las principales
variables del proceso.

Se presenta la caracterizacion de las fraccioneacderdo a su composicion,
capacidad antioxidante y analisis de la estabilideidativa de muestras de aceite de
girasol enriquecidas con estas fracciones.

Con el proceso de destilacion molecular se logréanaremento de tres y cuatro
veces el contenido deis-sabineno hidrato y-terpineol, respectivamente, en las
fracciones residuales. Los residuos tuvieron magapacidad antioxidante que los
destilados y el aceite esencial de romero, adeno&granon mejores valores de indices
de peréxidos, dienos conjugados y trienos conjugage el aceite esencial de romero
cuando se utilizaron en muestras de aceite deofjiras

Se muestra el modelado de la destilacion moleddaaceite esencial de romero
utilizando redes neuronales artificiales. Se crentyend una red capaz de reproducir
los datos obtenidos en las operaciones de deétilaolecular y con la misma se logré

predecir el comportamiento de la operacion de lde&in molecular.






Abstract

In the context of this work, fractions with high antioxidant potential of rosemary
essential oil were obtained using molecular distillation operation.

In this thesis, the activities and steps followed to design, build and implement a
molecular distillation prototype are shown and main process variables were
investigated.

Characterizations of fractions according to their composition were submitted and
antioxidant activity and oxidative stability of sunflower oil samples supplemented with
these fractions were presented.

Molecular distillation process achieved an increase of three and four times the
content of cis-sabinene hydrate and a-terpineol in the residual fractions, respectively.
Residues had higher antioxidant activity than distillates and rosemary essentia oil.
Residues had the largest capacity to capture free radicals. Residues showed better
Peroxide Value, Conjugated Dienes and Conjugated Trienes than rosemary essential oil
when they were used in sunflower oil samples.

Molecular distillation modeling from rosemary essential oil using artificial neural
networks is shown. Network capable of reproducing data from molecular distillation
operations was created and trained. By applying artificial neural networks was possible

to predict molecular distillation operation behaviour.

Vii






Resumo

No contexto deste trabalho foram obtidas fracOescetradas no potencial
antioxidante partindo do 6leo essencial de aleasando destilagdo molecular.

Nesta tese sdo detalhadas as atividades execytadasprojetar, construir e
colocar em operagdo um protoétipo de destilacdo cutae investigando as principais
variaveis do processo.

E mostrada a caracterizacdo das fracdes de acond@sua composicio, o seu
poder antioxidante e a sua andlise da estabilidadkativa das amostras do 6leo de
girassol enriquecidas com estas fracoes.

Com o processo de destilagdo molecular foi condegum aumento de trés a
quatro vezes o conteudo de hidrato de cis-sabieenterpineol, respectivamente, nas
fracOes residuais. Os residuos apresentaram mapaciclade antioxidante do que os
destilados e o 6leo essencial de alecrim. Tambémsaptaram melhores valores do
indice de perdxido, trienos conjugados e dienofugados que quando as amostras de
Oleo essencial de alecrim foram usadas em éleaaisgl.

E apresentada a modelagem da operacéo de destita¢écular de 6leo essencial
de alecrim utilizando redes neurais artificiaisi €wada e treinada uma rede capaz de
reproduzir dados das operacdes de destilagdo nfeMezicom a mesma foi possivel

prever o comportamento da destilagdo moleculavédrda aplicacéo.
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CAPITULO 1

Introduccion

En este capitulo se presentan las caracteristedasdplantas aromaticas y en
particular del romero y de los productos que puedbtenerse a partir de ella,
basicamente oleorresina de romero y aceite esedeiatomero. Se detallan las
caracteristicas del aceite esencial de romero eergle y en particular sus propiedades
antioxidantes. Se introduce sobre las reaccionesieidez oxidativa, técnicas para
cuantificarla y diferentes mecanismos para dismiau evitarla. Por Ultimo se aborda
la operaciéon de destilacion molecular, tecnologéaesaria para obtener fracciones
concentradas en compuestos que evidencien mejorks @pacidad antioxidante del

aceite esencial de romero del cual se parte.
1.1 Plantas aromaticas

La historia de las plantas aromaticas es tan lagao la historia de la
humanidad. Las personas han utilizado estas pla@sde los tiempos mas remotos.
Las plantas arométicas son valoradas por sus plagés medicinales y aromaticas
repelentes de insectos, entre otras, y con fre@esgccultivan y cosechan para este
propdésito Unicamente. Es por ello que hierbas ya@ap tienen una gran importancia
como ingredientes en los alimentos para imparboisgpicante y color. También son

utilizadas en bebidas alcohdlicas, medicamentasjustos de perfumeria, cosméticos,
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colorantes y como plantas de jardin. Tienen pra@uled antioxidantes, antimicrobianas,
farmacéuticas y nutricionales (Peter, 2001).

La utilizacion de plantas aromaticas en reemplaztadal, como condimento, es
un hébito que se esta promoviendo. La Organizabandial de la Salud (OMS)
recomienda un consumo maximo de sal de 5 g digWwiwmld Health Organization
2007). Sin embargo, en Argentjreegun datos del Ministerio de Salud de la Naabn,
consumo de sal por persona oscila entre los 10y d& dia. El consumo excesivo de
sal es la principal causa de los problemas de teipgbn de la poblacion. Es por esto,
que ls consumidores tienden a eliminar la utilizaciénsdéen las comidas, de lo que
surge la necesidad de reemplazarla por condimgntezclas de plantas aromaticas.

Actualmente, la poblacién prefiere consumir alinesnbaturales, por lo que se
busca reemplazar a los colorantes, aromas, cargesvy antioxidantes artificiales por
productos naturales que confieran estas caraatasistFrente a esta demanda las
plantas aroméaticas son una alternativa muy impt&tan

Los antioxidantes son un ingrediente cada vez masritante en la elaboracion
de alimentos. Tienen la capacidad de inhibir ehde#io de la rancidez oxidativa de los
alimentos basados en grasas, especialmente la gdote productos lacteos vy fritos
(Peter, 2001). Los consumidores exigen alimentosneenos aditivos sintéticos, pero
mayor seguridad y vida util.

Las principales plantas arométicas usadas en piaxlgérnicos procesados son
albahaca, apio, mejorana, orégano, romero y tomilés plantas aromaticas deben
cultivarse en climas templados, y para poder atilé#s se deben secar sus hojas,
proceso que puede realizarse al aire libre 0 eadeecs.

Las plantas aromaticas en Argentina llegan en gradida a cubrir las
necesidades del mercado interno, y en algunos sascsmercializan en el exterior. El
Instituto Nacional de Tecnologias AgropecuariasT@N informa que la menta, el
orégano, el romero, el tomillo y el estragbn sopeei&s aromaticas que tienen
posibilidades de exportacion (Berzins y Romagrafl)5).

En Argentina las principales zonas productoraslae&gs aromaticas son:

- Mesopotamia: citronella, menta japonesa, eseml@astricos y resinas de pino.

- Litoral: se destaca la produccion de manzargslbaiandro, mostaza, hinojo dulce

y eucaliptus.
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- Chaco y Formosa: se producen menta japonesaonli

- NOA (Nor-Oeste Argentino): los cultivos tradicalas son: anis, comino,
pimiento para pimentén y limén.

- Cuyo: se cultivan con buenos resultados mentagano, lavandin, romero,
tomillo, estragon, ajenjo, anis e hisopo. Existe@angaciones importantes de especies
autoctonas como poleo y jarilla.

- Patagonia: hay experiencias exitosas de producd& orégano, lavanda y
lavandin.

- Centro: En Cordoba es de relevancia la producd@®nrégano, menta, romero,

lavandin, salvia, albahaca, melisa (Berzins y Romaikg2005).

111 Clasificacion de las plantas aromaticas

Las plantas aromaticas pueden ser clasificadasubrdo a la familia botanica a

la que pertenecen, a la duracién del cultivo yadlito de crecimiento (Peter, 2004).

. Clasificacion basada en la familia botanica:
Apiaceas: eneldo, apio, hinojo, levistico, pereiit.
Lamiaceas: hisopo, menta, albahaca, mejorana, mvegamero, salvia, tomillo, etc.

Lilidceas: puerro, cebollino, etc.

. Clasificacion basada en la duracion del cultivo:
Anual: albahaca, cilantro, eneldo, etc.
Bianual: alcaravea, puerro, perejil, etc.

Perennes: salvia, laurel, pimenta, romero, memnégamo, estragon, tomillo, etc.

. Clasificacion basada en el habito de crecimiento:
Hierbas: alcaravea, cilantro, menta, orégano, rapgretc.
Arbustos: romero, salvia, tomillo, etc.

Arboles: pimienta, hojas de curry, laurel, etc.
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1.1.2 Aceites esenciales

El aceite esencial (AE) es el extracto obtenidsoaheter a la planta aromética a
una destilacion. Las principales condiciones del(é&lidad, cantidad y composicion)
cambian de acuerdo al clima, composicion del suetpano de la planta, edad y etapa
del ciclo vegetativo.

Los aceites esenciales (AEs) son altamente comclstry muy volatiles, se
disuelven facilmente en los aceites vegetales, raatgrasas y en alcohol. No se
disuelven en agua, pero pueden mantenerse suspsrictlla durante breves periodos
de tiempo. Tienen una gran capacidad de penetramdabsorben facilmente por la piel
sin necesidad de transportadores. Se difundenaidgidte en los tejidos subcutaneos
adyacentes y pasan a la circulacion sanguineaogugidtribuye por todo el organismo
(Bakkali y colab., 2008).

A temperatura ambiente, son liquidos poco densarserglmente presentan una
densidad mas baja que la del agua pero una masawsiilad. Los AEs son producidos
al momento de activarse mecanismos de defensa m@spoesta a factores ambientales
y ecologicos. Son inflamables, no son téxicos, aengueden provocar alergias en
personas sensibles a determinados terpenoidesi¢gRedrAlvarez y colab., 2012).

Existe una diferenciacién entre lo que son lostesaisenciales y las esencias; el
término AE se utiliza para los productos obtenigaw destilacién y prensado,
calificando como esencias los que han sufrido toams&ciones o se han obtenido por
otros procedimientos. Un AE al que se le elimin&rdacion terpénica para mejorar su
solubilidad, o por otras causas, se convierte @negencia desterpenada.

Los AEs son mezclas naturales muy complejas quéiecam entre 20 y 60
componentes a muy distintas concentraciones. Esdéacterizados por dos o tres
componentes principales cuyas concentraciones slativamente altas (20-70 %)
comparados a otros presentes en trazas.

Los componentes incluyen dos grupos de distintgearibiolégico. El grupo
principal esta compuesto de terpenos y terpengidesotro grupo por constituyentes
aromaticos Yy alifaticos, todos caracterizados popajo peso molecular (Cerpa Chavez,
2007; Bakkali y colab., 2008). La composicion des IAAEs puede variar

considerablemente entre las especies y variedagelmsd plantas aromaticas y de
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acuerdo a las distintas zonas geograficas de peaude las mismas (Gillij y colab.,
2008).

Métodos de extraccion de aceites esenciales

Los AEs pueden ser obtenidos por distintos métaibextraccion: prensado,
extraccién con solventes volatilesnfleurage extraccién por fluidos supercriticos y
destilaciébn con vapor de agua. A continuacion ssegnnta una breve descripcion de
estas tecnologias:

a) Prensado: el material vegetal es exprimido meaarente a fin de que libere el
aceite contenido en él. El aceite es filtrado yolettado. Este método es utilizado,
principalmente, para la extraccion de AE provermeld citricos.

b) Extraccion con solventes volatiles: el matesato y molido se pone en
contacto con solventes como alcohol o cloroforneopubdo que el AE es solubilizado
por los mismos, pero también se extraen otras rerig|a como grasas Yy ceras,
obteniéndose un AE impuro. Esta metodologia seatil escala de laboratorio, ya que
a nivel industrial resulta costosa por el alto valomercial de los solventes y por el
proceso de purificacion necesario de realizar ¢éin de obtener AE limpio.

c) Enfleurageo método de enflorado: el material vegetal, queegdmente
consiste de flores, se pone en contacto con ursa.géh AE es solubilizado en la grasa
que actia como vehiculo extractor y se obtienemezcla de AE y grasa la cual debe
ser separada posteriormente por otros medios {igidnicos. En general se recurre al
agregado de alcohol caliente a la mezcla y su postenfriamiento para separar la
grasa y el extracto aromatico. Debido a la diiepparacion del aceite extractor y al bajo
rendimiento que posee la técnica, su utilizacioveseeducida.

d) Extraccion con fluidos supercriticos: el mateviegetal es cortado en trozos
pequefios, licuado o molido, y se hace circularaaés de él un fluido en estado
supercritico; un fluido altamente utilizado en esfgeracion es CO El AE es
solubilizado y arrastrado mientras que el fluidopesaritico se elimina por
descompresion progresiva hasta alcanzar presiorenypdratura ambiente. Este
procedimiento presenta como ventajas el alto reledim, la facil eliminacion del

solvente y la no alteracion de las propiedades igaBndel AE por las bajas
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temperaturas utilizadas para su extraccion. Sinaegobel equipo requerido es costoso
(Rodriguez Alvarez y colab., 2012).

e) Destilacién con vapor de agua: el AE es obtenighartir del material vegetal
por destilacién con vapor de agua. Dependiendoadectndiciones del vapor y la
ubicacion del generador de vapor, existen difeeentanbres para esta operacion, los
MisSmos se presentan a continuacion:

-Destilacion por arrastre de vapor: cuando se usorv saturado o
sobrecalentado, y el mismo es producido fuera gglpe principal. No existe agua en
el fondo del recipiente, sino que el vapor ingrakaecipiente de destilacion y es
generado por una fuente externa (Cerpa Chavez, R@driguez Alvarez y colab.,
2012).

-Hidroextraccion: cuando se usa vapor saturad@ lgemateria no esta en
contacto con el agua generadora, sino con un oefle] condensado formado en el
interior del destilador (Cerpa Chéavez, 2007; RagrigAlvarez y colab., 2012).

-Hidrodestilacion: cuando se usa vapor saturadqr&sion es superior a la
atmosférica, pero el vapor efluente, que extraacaite esencial esta a la presion
atmosférica. La materia prima forma un lecho cortipgise desprecia el reflujo interno
de agua debido a la condensacion del vapor circedba generacion del vapor puede
ser local (hervidor), remota (caldera) o internas@hdel recipiente) y se suministra un
flujo constante de vapor. El material se colocaresama rejilla perforada ubicada a
cierta distancia del fondo del recipiente, en &l e encuentra agua en ebullicion. En
este caso, el vapor asciende a través del mavegetal, que debe estar correctamente
distribuido para permitir el paso del vapor y laragcibn completa de sus componentes
volatiles. La corriente de vapor producida asciead@gresa a un condensador que
generalmente se refrigera con agua circulante. élllfapor se enfria, condensa y se
transforma en un liquido formado por dos fases soibies: una fase organica
compuesta por el aceite esencial y una fase acbiosa.caso de algunos aceites, la fase
acuosa contiene cierta cantidad de esencia ya mpudraccion de sus componentes es
soluble en agua. En general el aceite esenciale®sndenso y flota sobre la fase
acuosa, permitiendo su separacion por decantacavinggtrica (Cerpa Chavez, 2007;

Sawamura, 2010; Alvarez y colab., 2012).
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Componentes de los aceites esenciales

Los AEs estan constituidos por moléculas cuya esira base esta formada por
una cadena carbonada de entre 7 y 20 atomos dencarhidrogeno y oxigeno. Los
compuestos de los AEs mas comunes son los monoterpele presentan 10 atomos de
carbono en su estructura. Las moléculas con meinmero de carbono son las mas
volatiles, pero no hidrosolubles, por lo que queeiarel hidrolato aromatico (o agua de
destilacion); las moléculas que poseen un mayorendigie carbonos son poco volatiles
y generalmente forman resinas (Romero Marquez,)2004

Los terpenos son hidrocarburos que surgen comaamainacion de unidades de
isopreno (2-metil-1,3-butadieno). Los terpenoides $erpenos que en su molécula
contienen un atomo de oxigeno. Los terpenos patespson los monoterpenos, {Cy
sesquiterpenos (6), pero los hemiterpenos {C diterpenos (&), triterpenos () Yy
tetraterpenos (f) también existen. De acuerdo con el nimero deadeisl isoprénicas
fusionadas, se constituyen los distintos terpehos. monoterpenos son formados a
partir de la union de dos unidades de isoprenosiotéopenos y sesquiterpenos son los
integrantes mas comunes de los aceites esengialés,con sus numerosos derivados
oxigenados, entre ellos, aldehidos, cetonas, desheteres y ésteres, carburos,
peroxidos, fenoles, etc. Los monoterpenos son t@éaunlas mas representativas de los
aceites esenciales, constituyendo el 90 % de lemasd. En los terpenos se presentan
distintas clases de isomeria.

Los sesquiterpenos se forman a partir de la unetraes unidades de isoprenos
(Ci5). La extension de la cadena aumenta el nimeradctieaciones, lo cual permite
una gran variedad de estructuras. Las estructulas fyinciones de los sesquiterpenos
son similares a las de los monoterpenos: carbatosholes, cetonas, epoxidos. Los
sesquiterpenos no son los compuestos mas abuneantes AE, sin embargo también
estan presentes; el romero es un ejemplo de lasaplgue contienen sesquiterpenos
(Bakkali y colab., 2008).

En la Tabla 1.1 se presenta informacion relatile @asificacion de los terpenos

mencionados.
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Tabla 1.1: Clasificacion de terpenos

N° de unidades N° de atomos de

Nombre de isopreno carbono
Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15

Diterpenos 4 20
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40
Politerpenos >8 > 40

Los compuestos aromaticos aparecen en los AEs emomirecuencia que los
terpenos. Los AEs pueden incluir antioxidantesstalamo terpenoides y componentes
fendlicos. Las propiedades antioxidantes de logemcesenciales y de los componentes
han sido frecuentemente verificadosvitro por métodos fisico-quimicos (Bakkali y
colah, 2008).

La presencia de compuestos aromaticos tiene ungasaoon variable en
funcién de diferentes variables: cantidad de hdeatiz que recibi6 la planta, estacion
del afio e inclinacién de los rayos solares, natmealy fertilidad del suelo, altitud y
latitud, si la planta se encuentra mas 0 menosestala los vientos y precipitaciones,
entre otras. Por este motivo, plantas que pertanezicmismo género y especie y que
no presenten diferencias en su aspecto externdepusegregar dos aceites esenciales
diferentes (Bakkali y colap2008).

1.1.3 Oleorresinas de plantas aromaticas

La oleorresina de plantas aromaticas se produas exguipoSoxhlet Se coloca
parte de la planta en un recipiente por donde siecuéa un solvente. El solvente
recirculado extrae componentes de mucho interésnquson volatiles, por lo que no
forman parte de los aceites esenciales. Las vasatple pueden modificarse en la
produccion de oleorresinas de plantas aromaticas salventes utilizados (etanol,

metanol, hexano, etc.), temperatura del solveiet®po de extraccidn, entre otras.
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El producto de interés de este proceso es la mextilacto-solvente. El solvente
debe ser removido del extracto en un evaporadatomd (rotavapor) que trabaja en
condiciones de vacio. En el rotavapor el solveatewapora y el extracto queda libre
del mismo, para poder ser utilizado.

1.2 Planta de romero

La palabra romero deriva de la palabra latir@stharinug, que significa rocio
marino. La planta de romerd&@¢smarinus officinalis l..es un arbusto perenne que
pertenece a la familihaminacea Es una planta densa, siempre verde, robusta ae un
altura entre 90 y 200 cm, con hojas pequefias dé 2na, puntiagudas y peludas. Las
ramas son rigidas con corteza fisurada y tallo ragkd lefioso y marrén. Las hojas son
resinosas (Peter, 2004). Posee pequefias florepaild que aparecen en la época de
floracion de la planta. Las hojas, las flores yrlmas producen un aceite esencial y una
oleorresina valorada en la medicina tradicionaim&dicina moderna y la aromaterapia,
asi como también en las industrias de perfumessalder. En la Figura 1.1 se muestra
una imagen de la planta de romero, mientras qua Emgura 1.2 se destaca la flor del

romero.

Figura 1.1: Planta de romero
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Figura 1.2: Flor de la planta de romero

Existen diferentes especies de romeRosmarinus officinalis Rosmarinus
erriocaly, Rosmarinus laxiflorusRosmarinus lavandulaceuka especieR. officinalis
es la unica que crece en forma natural en la redgbiMediterraneo y es la especie que
se ha utilizado en el desarrollo de este trabajo\destigacion.

La reproduccion de la planta de romero puede haqess medio de semillas o
mediante esquejes. La cosecha se realiza cuanglanita se halla al comienzo de la
floracion (Peter, 2004).

Generalmente, las hojas, las flores y los brotsgedwmdos son usados sin secar
para su posterior procesamiento. Sin embargo, dgss ty los tallos pueden también
usarse después del secado para la obtencién de asencial. El secado natural se
efectla a la sombra y en lugar bien ventilado, darafose posteriormente en cajas de
carton o bolsas de papel (Peter, 2004).

1.2.1 Extractos de romero

De la planta de romero pueden obtenerse aceiteiakel® romero (AER) y
oleorresina de romero (OR). Estos dos extractogerwn distintos compuestos activos.

10
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La OR y el AER pueden ser utilizados para estabillas aceites y grasas que
contienen los alimentos frente a la oxidacion, idexy a la fermentacion de productos

carnicos, manteca, etc. (Pokorny y colab., 2001).

Aceite esencial de romero

El AER generalmente se obtiene a partir de la éspgasmarinus officinalis L.
sin embargo, también puede obtenerse a partir @ds especies. Elamrani y colab.
(2000), han utilizado las especiResmarinus officinalis y Rosmarinus eriocabata la
obtencion de aceite esencial de romero en invesbiges realizadas en Marruecos.

El AER es recuperado, generalmente, por destilamdnvapor o agua. La mayor
parte del aceite (90 %) se obtiene dentro de loegpos 60 minutos de destilacion,
aungue la destilacion puede ser continuada pomiigQtos para la recuperacion total
del AER. ElI AER obtenido a partir de las hojas ¥ flares es de mejor calidad que el
aceite que se obtiene a partir de la destilaciotoda la planta, que incluyen los tallos
de la misma debido a la incorporacion de algunospc@stos indeseables presentes en
los tallos. Al comparar la destilacion con vaparoy agua, se encuentra que la primera
es mejor en términos del perfil de rendimiento yadealidad del aceite obtenido (Peter,
2004).

Aunque el AER es extraido tradicionalmente poridesdbn con vapor o agua,
experimentos con nuevos procesos de extracciom estamarcha, tales como la
descompresion instantanea controlada (DIC). Rezyaadab. (2000) comparan las dos
metodologias antes mencionadas para obtener AERprdgleso DIC consiste en
exponer las hojas de romero por un breve periodizagpo a la presion de vapor (0,5 a
3 bar) seguido de una descompresion instantaneaia {aproximadamente 15 mbar).
En el trabajo se concluye que el método DIC es mémdo que el método
convencional.

Se ha comparado la técnica de hidrodestilaciorictoahl y la metodologia de
hidrodifusién por microondas y gravedad y se evéuéfectividad de ambos métodos
para obtener AE a partir de hojas de romero fresspecieRosmarinus officinaliskl
método de hidrodifusion por microondas ofrece edma rendimiento en la produccion

de AER que con la metodologia de hidrodestilacmmvencional, con la diferencia que
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el rendimiento se alcanza en un tiempo mucho mdtominutos comparados con un
tiempo de entre 1 y 3 horas para la hidrodestilgcagdlemas se utiliza menor cantidad
de energia para llevarlo a cabo y no se generagucssya que no se utiliza agua o
disolvente para su obtencion (Bousbia y colab.9200

El rendimiento y la composicion del AER dependennagéchos factores. Un
factor importante que se ha analizado es la épecaodecha de la planta. Se han
realizado investigaciones donde comparan la coroigosy el rendimiento del AER
producido en tres distintas épocas de cosechaplarta (antes de la floracion, durante
la floracion y después de la floracion). Encontnague la etapa de floracion de la
planta de romero es la mas adecuada para obtemeayor rendimiento en la cantidad
de AER producido (Elamrani y colab., 2000; Petéf4.

Los métodos de secado de las hojas de romero timmeha influencia en los
compuestos volatiles residuales que quedan en\ellpe luego seran parte del AER
(Szumny y colab., 2010; Peter, 2004). Se ha cordpatambién el rendimiento y la
composicién de aceites obtenidos de plantas detdistpartes del mundo (Espafa,
Grecia, Portugal, Estados Unidos, Yugoslavia, HiangrTunez), y las composiciones
de los aceites difieren bastante entre diferenigarés de cultivo (Boutekedjiret y
colab., 1998).

No todos los componentes de un aceite esencialeposstructuras y/o
caracteristicas similares. Existen entre los corepts del aceite esencial de romero,
monoterpenos hidrocarbonados y monoterpenos oxigenalLos monoterpenos
hidrocarbonados tienen menor valor que los compseastigenados en términos de su
contribucién a la fragancia de los aceites eseggigla que los compuestos oxigenados
son altamente odoriferos y por lo tanto son los vadiesos como materia prima en la

industria cosmética (Bousbia y colab., 2009).

. Composicion del aceite esencial de romero

Los componentes mas comunes presentes en el ARBnpeate deR. officinalis
son: o-pineno; B-pineno; canfeno; mircenop-terpineno; limoneno;y-terpineno;
verbenona; alcanfor; 1,8-cineais-sabineno hidrato; linalol; terpinen-4.0l; bornew!;

terpineol; geraniol; bornil-acetatf:cariofileno;p-cariofileno epoxi (Elamrani y colab.,
12
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2000; Flamini y colab., 2002; Szumny y colab., 20Hh la Figura 1.3 se muestra la
estructura quimica de estos compuestos.

Dado que la composicion del AER puede variar segjlulugar geografico de
recolecciéon de la planta, el clima, la temperatuta humedad del suelo, la distancia
entre las plantaciones, métodos de secado, métedextdaccion (Flamini y colab.,
2002; Socaci y colab., 2007), se propone la ctasifon de los mismos en quimiotipos,
cuyo nombre corresponde a la denominacion del coemge mayoritario. De
determinaciones experimentales realizadas en vamagstras, tres principales
quimiotipos fueron encontrados:pineno, alcanfor y 1,8-cineol (Elamrani y colab.,
2000; Romero Marquez, 2004; Varela y colab., 200@mbién se encuentran AERs
ricos en mirceno (25 %) y canfeno; estas variedadesbtienen a partir de las especies
de romero cultivadas en paises como Portugal, IByasrgentina (Varela y colab.,
2009).

La composicion de los compuestos principales vemiee los siguientes valores:
1,8-cineol (2-60 %), alcanfor (4-40 %)pineno (0-40 %), borneol (0-30 %), verbenona
(0-20 %), acetato de bornilo (hasta un 15 %) (Edeiny colab., 2000; Flamini y
colab., 2002; Peter, 2004; Szumny y colab., 2010).

Debersac y colab. (2001) reportaron que el prihagpanponente de las hojas
secas d®. officinalisde Grasse, Francia, fue el monoterpeno oxido ihgst (36,1 %).
Muchos monoterpenos y sesquiterpenos hidrocarbenestaban presentes en grandes
cantidades (32,2 %). Los autores identificar@pineno, p-pineno, B-cariofileno,
canfeno, limoneno, mirceno y p-cimeno. También aaten a la cetona
monoterpenada, alcanfor (12,8 %) y alcoholes mopetados (9,6 %) tal como
borneol.

Se ha comparado el AER producido a partiRdefficinalisde 3 distintas zonas
de Marruecos (Rabat, Elateuf, Taforalt); cada uedod AER obtenidos pertenece a
distintos quimiotipos. El producido a partir deplanta cosechada en la zona de Rabat
pertenece al quimiotipa-pineno, el de Elateuf al 1,8-cineol y el de Talfioahalcanfor
(Elamrani y colab., 2000).

13
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En Marruecos, el 1,8-cineol generalmente tienearngntaje mas alto que en los
sitios tradicionales del sur de Francia o que elspiproduce en Argentina. El AER que
se obtiene en la isla de Cdorcega, por ejemplojarontl,8-cineol, pero ademas se puede
hallar muy frecuentemente en la composicion unréatetato de etilo y las cetonas:
verbenona y alcanfor (en mayor proporcion que @&kciheol) que le confieren
propiedades diferentes (Romero Marquez, 2004).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la éiiacion y la Agricultura
(FAO - Food and Agriculture Organization of the Unitédationg junto con la
Organizacion Mundial de la Salud (WHQMerld Health Organization crearon un
comité mixto en aditivos alimentarios (JECFA-he Joint FAO/WHO Expert
Committeeon Food AdditiyeEl JECFA se ha creado en 1956 y ha evaluado la
inocuidad de los aditivos alimentarios, entre elloggentes aromatizantes,
comprendiendo mas de 2.500 aditivos alimentaribededor de 40 contaminantes y
sustancias toxicas naturales y los residuos dexiapadamente 90 medicamentos
veterinarios. En la Tabla 1.2 se presentan los cestps mas comunes presentes en el
AER vy caracteristicas de los mismos proporcionguasla JECFA. En la misma se
muestra: nombre con que generalmente se encudnt@mpuesto, peso molecular,
férmula quimica, solubilidad en etanol y punto delkcion (°C), determinado a una
presion de 760 mmHg. Los compuestos se encuentrarden creciente respecto al

valor de su punto de ebullicién.

Oleorresina de romero

La OR ha sido ampliamente estudiada y analizadayropiedad antioxidante.
Se ha comprobado que los componentes mas impatgoee le otorgan capacidad
antioxidante son: el acido carnésico y el carnogdgs diterpenos antioxidantes tales
como epirosmarinol, isorosmanol, rosmaridifenogmariquinona y acido rosmarinico
(Peter, 2004).

La técnica de extraccion con fluido supercritiabngpalmente CQ@ supercritico,
es utilizada para la obtencion de OR enriquecidaosio carndsico. Se ha investigado

un fraccionamiento secuencial de la oleorresinaoteero, utilizando la técnica de
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extraccion con fluido supercritico en dos etapbfiyiglo utilizado fue CQy se vario la
presion y la temperatura (lbafiez y colab., 1999).

Se ha demostrado que la obtencion de OR a partiof@es de romero mediante
extraccion con agua supercritica a distintas teatpexs permite extraer selectivamente
diferentes clases de compuestos antioxidantesdibaiiolab., 2003).

Visentin y colab. (2011) obtuvieron extractos fécas, ricos en acido carndsico a
partir de oleorresinas de romero producidas poraegion con etanol de hojas de
romero secas, utilizando diéxido de carbono sufimer (SCCQ). Utilizan una
boquilla especial para mezclar la corriente de SC&M la OR que contiene una alta
viscosidad.

Rodriguez-Rojo y colab. (2012) extrajeron de lanfdade romero antioxidantes
mediante el uso de etanol y agua como solventesary énsayado diferentes
metodologias de extraccion. Determinaron los comstogefendlicos totales en los
extractos por el ensayo de Folin-Ciocalteu y cfiaaton los principales compuestos
antioxidantes (acido rosmarinico y acido carndspm) medio de HPLC con deteccién
UV. Ademas, determinaron la actividad antioxidai¢elos extractos por el ensayo de
captacion de DPPHEnNcontraron que el procedimiento de la extracdéraceite libre
de disolvente y la trituracion de las hojas seguwldauna extraccion asistida con un
disolvente benigno (agua o etanol), proporcionaxiracto de romero con contenido de
antioxidantes igual o superior a los producidosqitas técnicas de extraccion asistida
o por diferentes procedimientos de los mismos paxelos extractos obtenidos
tuviron una cantidad de acido rosmarinico entrey 30 mg/g de extracto seco, un
contenido de acido carnosico en extractos etarsdigooximadamente de 80 mg/g de
extracto seco y un contenido de fenoles totale® dritf0 y 180 mg EAG (equivalente a

acido galico)/g de extracto seco.

1.2.2 Usos de la planta de romero

Las distintas condiciones de las plantas de romdos métodos de extraccion
afectan la composicién de los extractos que semdni y, por ende, a las propiedades
del producto final. En base a estas diferenciagjesudistintos usos o aplicaciones de

esta planta.
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Tabla 1.2: Compuestos mas comunes presentes en el aceitgabsienromero

Compuesto
a-pineno
canfeno
B-pineno
mirceno
a-terpineno
limoneno
cimeno
y-terpineno
verbenona
alcanfor
1,8-cineol 6 eucaliptol

cis - sabineno hidrato 6 4-tujanol

linalol

terpinen-4-ol
borneol

a-terpineol

geraniol
bornil-acetato
pB-cariofileno
B-cariofileno epoxi

Peso molecular Férmula quimica

136,24
136,24
136,24
136,24
136,24
136,24
134,22
136,24
150,22
152,24
154,25

154,25

154,25

154,25
154,25

154,25

154,25

196,29

204,36

220,36

(eHie
Q_|16
(eHie
QH 16
Q_ilﬁ
(eHie
QH 14
Q_ilﬁ
l@_|24o
H1eO
l&'l&o

GoH10

GoH160

H10
eH1:O

(eH1e0
eH::O
16H200;

GHo24
H2.0

Solubilidad en etanol

Soluble
Soluble
Insoluble
Soluble
Soluble
Soluble
Soluble
Soluble
Soluble
Soluble
Soluble

1 ml en 2 ml alcohol al 70%;
1 mlen 4 ml alcohol al 60%

Soluble
Soluble

1 ml en 2 ml alcohol al 70%
1 ml en 4 ml alcohol al 60%

Soluble
Soluble
Soluble
Soluble

Punto de ebullicién (°C)
155 °C
159 °C

163-166 °C
166-167 °C
173 °C
175-177 °C
177 °C
182 °C
227 °C
204 °C
176-177 °C

trans 193-196 °C;
cis 195-200 °C

198 °C

212 °C (d- isbmero)
213 °C
217 °C
230 °C
226 °C
256 °C
280 °C

17
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El hecho de que una sustancia proceda de una plargaiere decir que no tenga
efectos secundarios potencialmente peligrosos.eB@ar misma razén existen aceites
esenciales que, si se usan en grandes cantidazlesryldemasiada frecuencia pueden
tener graves consecuencias para el organismo. Eo#r@rincipales usos tenemos:

medicinal, aromaterapia y cosmética, insecticita, e

Caracteristicas medicinales

De la planta de romero pueden obtenerse distinttvactos, y cada extracto se
enriguece en componentes activos que le otorgacteaisticas medicinales.

Los flavonoides otorgan caracteristicas de carivinael aceite esencial produce
efecto antidepresivo y antiespasmadico, los ditevpgoseen efecto antimicrobiano, el
acido oleandlico le confiere propiedades de emay@gel carnosol, propiedades como
anti-inflamatorio. El carnosol y el extracto contplele la planta hacen que el romero
sea considerado un bloqueador carcinégeno y degiatde del higado. Las pomadas
enriquecidas con aceite de romero poseen efedtoeamético (Peter, 2004).

En la medicina tradicional, los herboristas recow@n el AER contra las
enfermedades pulmonares, como cicatrizante de dsemdtomacales, antidiarreico,
antidiabético, diurético, antidepresivo y antiespddico. Toda la planta, en forma de
decoccion, infusion, extracto etandlico (para dicapién externa) y aceite esencial, es
administrada en algunas zonas de América Centraracdos trastornos digestivos,
vaginitis, leucorrea, enfermedades respiratoriganavvaricosa, dolor de corazon,
inflamacién y mareos. El romero, utilizado de formadecuada y en exceso puede

producir anti-implantacién, poseyendo efectos anust(Peter, 2004).
Aromaterapia y cosmética
Se encuentra que el masaje capilar con aceite rderooestimula los foliculos

pilosos y la circulacion en el cuero cabelludo y leatanto puede ser til en la calvicie

prematura. EI AER es util en el control de la cag@aa promover el crecimiento del
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cabello y controlar el cabello graso. El AER sdiastitambién en el champu, para dar
color negro en el pelo.

El destilado de flores en agua proporciona unatocalmante de ojos. El AER es
un componente en jabones, ambientadores, desoe®rgdrfumes, lociones para la
piel, etc. EI romero también es utilizado paraatr@entos contra el acné. La flor, el
caliz y las hojas de romero se utilizan en popwirhohadas de hierbas, etc. (Peter,
2004).

Insecticidas del AER

El romero posee propiedades como repelente detassgcantimicrobiano. Se
encuentra que los pulgones pueden ser repelidoseparlor del romero. Los
componentes del AER 1,8-cineol, alcanfor-pineno son los mas importantes para
repeler los pulgones. Se encontrd que el AER (ted)ce la tasa de fecundidad de los
acaros depredadore8mplyseiuszaheriy A. barkeri También se han informado
actividades de disuasion de oviposicion y repeldeteAER sobre los acaros de arafia
Tetranychususticag EutetranychusorientalisEn forma de vapor reduce la fecundidad,
disminuye la incubabilidad de los huevos, aumemtadrtalidad de la larva neonatal y
afecta adversamente la aparicion de crias de gmdajanthoscelidesobtectyPeter,
2004).

1.3 Propiedades antioxidantes

A continuacién se detallan las propiedades antaoxies del aceite esencial de
romero. Se introduce ademas el concepto de ran@md@ativa, las técnicas para
cuantificarla y los diferentes mecanismos para uigiria o evitarla.

1.3.1 Rancidez oxidativa

La rancidez oxidativa es un proceso de oxidaciém sl produce en los acidos

grasos insaturados que constituyen las grasasitgs@dea susceptibilidad de una grasa
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o un aceite al desarrollo de la rancidez oxidadimaende del contenido de acidos grasos
insaturados y del grado de insaturacion que presemiste proceso produce deterioro
estructural y cambios importantes en el valor nignal de las grasas y aceites. Las
formas quimicas de gran reactividad del oxigenentiicadas como radicales libres,
podrian comportarse como agentes oxidantes o w@sctLa formacion de radicales
libres es acelerada por la presencia de metalpsciafmente de aquellos con valencia
+2, por las altas temperaturas, por efecto dedasblar o artificial, por otro tipo de
irradiaciones y por la concentracion de oxigend¢ruy y colab., 2001).

Los &cidos grasos activados son los que tienenuemstuctura electrones
desapareados, por consiguiente pueden reaccionar eto oxigeno molecular
permitiendo su unién quimica a la molécula de agdso. Esta reaccion da origen a
los “perdxidos organicos” caracteristicos del psocede rancidez; éstos también son
radicales libres y son los encargados de propagaalkccion en cadena. La finalizacion
de la reaccion en cadena se produce cuando seagepevductos como cetonas,
aldehidos, alcoholes, epoxidos, hidrocarburos gsotEstos tienen la caracteristica de
ser volétiles y al liberarse a la atmdsfera impagkcaracteristico olor rancio que se
percibe en las grasas y aceites en avanzado edéadaidacion (Pokorny y colab.,
2001).

Existen factores que inhiben la oxidacién, éstas smyor proporcion de acidos
grasos saturados, bajas temperaturas, atrapaderesetdles (quelantes), ausencia de
agua, ausencia de microorganismos, presencia @madie antioxidantes sintéticos o

naturales.

1.3.2 Antioxidantes

Los antioxidantes tienen la propiedad de atrapamigamente a los radicales
libres, como consecuencia de sus caracteristitaxcesales. Pueden actuar al nivel de
la iniciacion y/o de la propagacion de la rancideiativa. Reaccionan capturando a
los radicales libres por donacion de un atomo dedbeno. Al ocurrir esto, el propio
antioxidante se convierte en radical libre, pers émtioxidantes pueden estabilizar

estructuralmente el radical libre en el interior ldemolécula, evitando asi el efecto
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propagador de los mismos. Toda vez que una molactiexidante captura un radical
libre, pierde su capacidad de atrapar mas radiclibess. Existen antioxidantes
naturales y sintéticos (Pokorny y colab., 2001).

Los antioxidantes naturales estan ampliamente miesey distribuidos en la
naturaleza. Los antioxidantes sintéticos tienenlaeactualidad un amplio rango de
aplicaciones no soélo en la industria alimentariao stambién en la farmacéutica,
cosmética, de aditivos, plastica, de pinturas, ktis antioxidantes sintéticos son
estructuras fendlicas con diferentes grupos systities. La estructura fendlica capta
los radicales libres formando un hibrido de resoi@aastable. Esto significa que cede
un hidrogeno a los radicales libres sin transfosmaa su vez en otro radical libre.
Existe una cierta presion para aumentar el usontiexédantes de origen natural y
sustituir a los sintéticos.

Los antioxidantes pueden clasificarse en: a) piosar b) secundarios.

a) Antioxidantes primarios:
Se definen como aquellos que intervienen directéenen la interrupcion de la

reaccion en cadena originada en la oxidacion.

b) Antioxidantes secundarios:

Son compuestos que contribuyen a retardar la adattacén de las grasas
mediante mecanismos diferentes que los primariesadderdo a como actian pueden
diferenciarse los siguientes grupos:

» Agentes quelantes de metales: remueven los mejia¢desatalizan la oxidacion.

* Removedores de oxigeno: reaccionan rapidamentel axigeno.

» Descomponedores de hidroperéxidos en productosledinastables: los
fosfolipidos en ciertas condiciones liberan proforgue resultan en una rapida
descomposicion de los hidroperoxidos sin formad@émadicales libres.

* Regeneradores de antioxidantes primarios: por dgeneb acido ascorbico que

regenera el alfa-tocoferol (Pokorny y colab., 2001)
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1.3.3 Determinaciéon cuantitativa de la rancidez oxidativa

Existen métodos analiticos para la determinaciéantitativa de la rancidez
oxidativa. Realizar estas determinaciones tienedalde importancia ya que permite
evaluar el estado de conservacion de materias pronde productos terminados y
también permite determinar la eficiencia de uncxidiante o comparar el efecto de
diferentes productos antioxidantes (Osawa y coPdlfl6; Belcuore, 2007).

Los ensayos para estudiar la oxidaciéon de un ligdopueden dividir en
predictivos o indicadores.

Los predictivos usan condiciones aceleradas parmir nee estabilidad de una
grasa o producto terminado. Estos ensayos puedeengdeados para determinar la
calidad de los ingredientes, medir la efectividadcdnservantes o estimar la vida util de
un producto. Los ensayos indicadores tienen poetiobj cuantificar el deterioro

oxidativo del producto o de sus ingredientes (Osaa@lab., 2006; Belcuore, 2007).

Ensayos predictivos

* AOM - Active oxygen methedviétodo del oxigeno activo.
« OSI —O0il Stability Index- indice de estabilidad oxidativa.
« ndice de yodo.

» Ensayo de la bomba de oxigeno.

Ensayos indicadores de oxidacion

+ indice de peroéxido.

» Ensayo de TBA (&cido tiobarbiturico).
+ Indice de anisidina.

» Dienos y trienos conjugados.

+ Indice de hexanal.

» Perfil del espacio de cabeza.

« AGL — Acidos grasos libres.
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1.3.4 Evaluacion de la capacidad de captacién del radicéibre DPPH®

Para evaluar la actividad antioxidante del AER @seden utilizar varios métodos.
Uno de los mas comunmente utilizados es el métedoagtacion de radicales libres,
utilizando el radical libre DPPHSe establece el valor del indice de concentrde@a
definido como la cantidad de muestra, ;¢fml, que produce una disminucién de la
concentracion de DPPH 50 %. Un alto valor de EEindica una débil capacidad de
captacion de radicales libres, reflejando una bajacidad antioxidativa del extracto
(Brand-Williams, 1995).

1.3.5 Propiedad antioxidante de la oleorresina de romero

Las propiedades antioxidantes del romero se awibuy su capacidad para
eliminar radicales superoxido, a la antioxidacigudica, a su accion quelante de
metales, etc. Los radicales libres y las espee@stivas al oxigeno estan asociados con
muchos fendmenos bioldgicos, tales como inflamac&mvejecimiento, y cancero-
génesis. La actividad antioxidante de los extraptidares de romero se relaciona con el
contenido de compuestos fenolicos (por ejemplo,nasai, acido carndsico).
Componentes de romero han demostrado una variezlattovidades farmacologicas
para la quimio-prevencion y tratamiento del caneermodelosin vitro e in vivo
(Pokorny y colab., 2001).

Segun Peter (2001), la OR obtenida con hexano ¢sr raetioxidante para la
manteca de cerdo, y aceites de colza y girasol, lgsieextractos metandlicos y
etanolicos. El uso de extractos de hexano (0,0prédoca un incremento de 35 veces
en la estabilidad oxidativa de la manteca de cdederminada a 100 °C, mientras que el
uso de extractos etandlicos (0,05 %), un incremetdo20 veces la estabilidad
oxidativa. Extractos en hexano de salvia y romerorsas eficientes que los extractos
en acetato de etilo y acetona al analizarlos afi€an aceite de colza a granel. Los
extractos de romero son mas activos que los egfrale salvia.

Ademas, se analizo la eficacia de la OR en salakide pavo y se encontro que

la OR fue tan eficaz como la combinacion de hidnotdanisol(BHA),
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hidroxitoluenobutilado (BHT) con acido citrico, da supresiéon de la rancidez
oxidativa. La OR tiene muchos componentes fenodliifesentes.

Al estudiar 16 compuestos de romero aislados selwgh que la actividad
antioxidante de los extractos de romero se relacmmcipalmente con dos diterpenos
fendlicos, carnosol y acido carnodsico. También aeehcontrado que rosmanol y
carnosol son mas efectivos que tocoferol, BHT y BlRAter, 2001).

Se ha demostrado que la OR aplicada en el fd&ocigarrillo causdé una
disminucién superior al 70 % en los niveles de bpirenos. Esto permite reducir el
riesgo de cancer de pulmon en adictos al cigadlexandrov y colab., 2006)

Extractos etandlicos de romero (0,159/100g) dadoatas durante 3 semanas
mostraron efectos hepatoprotectores y antimutaggratribuidos a la presencia de un
porcentaje relativamente alto de compuestos farloon alta actividad antioxidante
(Faixova y colab., 2008).

1.3.6 Propiedad antioxidante del aceite esencial de romer

Resultados de varias experiencias muestran que ER Aene propiedades
antimicrobianas, antioxidantes y de mejoras cogamsti propiedades que hacen que sea
bueno como un aditivo alimenticio natural. Se healizado estudios acerca del poder
antioxidante del AER, pero los resultados de lagstigaciones son algunas veces
contradictorios. Este lado débil en las investigaes debe explicarse comparando el
potencial antioxidante de diferentes sustratogyp&iodos alternativos.

Se han realizado investigaciones donde se evaldetiladad antioxidante de dos
AER producidos a partir de dos fenotipos diferemsomero cultivados en el mismo
lugar de Argentina. Otras investigaciones dondeoseparan varios aceites esenciales
con AER. Otras donde se analizan AER proveniergegdistintas etapas de cosecha de
la planta. Todas estas investigaciones demostrajem el AER tiene buenas
propiedades antioxidantes (Sacchetti y colab., 28@&in y colab., 2007; Beretta y
colab., 2011; Ojeda-Sana y colab., 2013).

Sacchetti y colab. (2005) estudiaron la composijcixtividad antioxidante y

antimicrobiana de 11 aceites esenciales de difesezdpecies. EI AER tuvo el segundo
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mayor valor de actividad antioxidante medido poadéividad secuestrante del radical
libre DPPH y por el método de blanqueo dietaroteno. Los autores postularon que la
verbenona y el borneol presentes en el AER pueglelos principales responsables de
su actividad antioxidante.

Kadri y colab. (2011) estudiaron la actividad axiiante del AER por medio de
la capacidad secuestrante del radical libore DPPpor el método de blanqueo dkel
caroteno. En los dos métodos el AE mostré activataxidante, siendo ésta menor a
la del BHT. Postularon que la actividad antioxidgaptido ser debida a la presencia de
componentes como 1,8-cineat;pineno, B-pineno, a-thujeno, trans-cariofilenop-
thujeno, borneol y alcanfor. También Bozin y coldB007) asignaron el poder
antioxidante a monoterpenos oxigenados y a la m&leckesquiterpenos carbonados.

Beretta y colab. (2011) también trabajaron con AlRatribuyeron el poder
antioxidante a los éteres, alcoholes y compuestoglitos presentes en el AER. Los
métodos de determinacion de la capacidad antiotdddal AER utilizados en este
trabajo fueron: la actividad secuestrante del eddilsre DPPH, analisis del efecto de la
peroxidacion lipidica y el método de blanqueofdearoteno.

Ojeda-Sana y colab. (2013) estudiaron la relacndredos componentes presentes
en 2 fenotipos diferentes de AER cultivados en &mmu lugar de Argentina y la
actividad antioxidante y antibacterial de los mismbaos dos fenotipos tuvieron
composiciones muy diferenciadas; uno pertenecguahiotipo mirceno, mientras que
el otro fenotipo correspondié al quimiotipepineno. EI AER quimiotipo mirceno
demostro tener mayor actividad antioxidante ydo®res concluyen sobre la probable

accion del alto contenido de mirceno (31,1 %) enmsuposicion.

1.4 Destilaciobn molecular

La operacion de destilacion molecular (DM), tamblimada destilacion de
camino corto, es una técnica de separacion utdizad frecuencia en la purificacion de
compuestos de baja volatilidad y termolabiles.

Si bien pueden utilizarse diferentes técnicas (degin fraccionaria bajo vacio,

hidrodestilacion, extraccion por solvente, etc.rapda obtencidon de productos
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concentrados en compuestos de importante intergacgutico a partir de aceite
esencial de romero, dadas las caracteristicas semaibles de los mismos, la DM es la
tecnologia mas promisoria de ser utilizada.

La operacion de DM es una tecnologia adecuadalpaparacion, purificacion
y/o concentracion de sustancias termolabiles cgen fr@sion de vapor. Se basa en la
evaporacion de componentes en una mezcla y su iatedondensacion en una
superficie muy cercana. Este fendmeno tiene lugadas tipos de destiladores: de
pelicula descendente o centrifugo (Pramparo y coRil8). La operacién se lleva a
cabo a muy alto vacio en un equipo construido bdentalo que la distancia recorrida
por las moléculas entre las superficies de evampraccondensacion es mas corta que
el recorrido libre medio de las moléculas evapsd®aamparo y colab., 2005).

El destilador de pelicula descendente usa la fubgzgravedad para promover una
capa fina sobre el cilindro evaporador, usualmeateun rotor con rodillos que mezcla
y distribuye el liquido sobre la superficie del poedor. El destilador centrifugo, en
cambio, utiliza la fuerza centrifuga para proddeircapa fina. Dos corrientes de
producto son generadas, el destilado, rico en lakaulas que se desprenden del
evaporador y llegan al condensador y el residuo eie las moléculas mas pesadas
(Fregolente y colab., 2007).

La principal caracteristica operativa es la preslérntrabajo ya que se alcanzan
altos niveles de vacio. Bajo estas condicionegolatilidad de los componentes se
incrementa y la temperatura de operacion disminpganitiendo la separacion de los
componentes a baja temperatura. Las moléculas euemaran de la superficie de
evaporacion practicamente no sufren colisiones bagas presiones de operacion; éstas
llegan a la superficie de condensacion en un peniogy corto de tiempo, y es por esta
razon que se alcanzan altas velocidades de evamurd&ajo estas dos condiciones,
tiempos de residencia cortos y bajas temperatlaadescomposicion térmica de los
componentes se reduce y la separacion ocurre aidafies aceptables (Pramparo y
colab., 2008).

Se han llevado a cabo varios trabajos de invesfigaen los que se comprobd la

eficacia de la operacion de destilacion molecularapel tratamiento de materiales
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termolabiles. Sin embargo, no hay muchos estuagiabzados en la aplicacién de la
DM para el fraccionamiento de aceites esenciales.

Martins y colab. (2012) evaluaron el enriqguecinmede metil-chavicol a partir
del aceite esencial de albahaca utilizando la ogerale DM. Estudiaron las variables
temperatura del evaporador, temperatura del coadensy flujo de alimentacion.
Lograron concentrar el contenido de metil-chaviedde un 83,81 % hasta un 89,79 %;
el compuesto de interés se obtiene en la corridateesiduo de la operacion de
destilacion molecular.

Guala y colab. (2009) fraccionaron por destilacarvacio aceite esencial de
aguaribay y analizaron la conveniencia de la op@naal analizar las caracteristicas
antioxidantes del aceite crudo y de fraccionesniemo. Determinaron que el residuo
de la destilacién es el que presenta los mayoriesegade actividad antioxidante, y
mediante el andlisis cromatografico de las muestatetermin6 que la composicion de
estos residuos evidencia mayores cantidades déndefp-ol y germacreno D,
compuestos postulados por los autores como logipales causantes del mayor
potencial antioxidante.

Rossi y colab. (2011) estudiaron la factibilidadalé&cnica de DM para separar y
concentrar componentes terpénicos y oxigenadostia gi@ AE de limon. Concluyeron
que la variacion en la velocidad del flujo de alaeién les permiti6 obtener un
amplio rango de productos con diferentes propiesigdmracteristicas.

Borgarello y colab. (2014) obtuvieron fraccionesAte de orégano enriquecidas
en propiedades antioxidantes por medio de la ogerae DM. Variaron la temperatura
de evaporacion entre 22 y 30 °C, y la presion awamion entre 0,7 y 53,0 mbar. Con
ello lograron obtener fracciones en el residuommpiedades antioxidantes similares al
antioxidante sintético BHT; estas fracciones secentraron en el compuesto timol, y
los autores postularon que la alta capacidad deciap del radical libore DPPHudo
deberse a la presencia de este monoterpeno fendlico

Cabe destacar que hasta el momento no se han emtmantecedentes sobre la
obtencion de concentrados de aceite esencial deroopor destilacion molecular, lo
gue podria evidenciar el comportamiento de lasndist fracciones que se podrian

obtener, potenciadas en diferentes componentefifroando de esta manera el aporte
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de cada uno a la actividad antioxidante y a posilsi@ergismos presentes en las
mezclas de los mismos. Por otra parte, las difesefracciones pueden evidenciar
distintas capacidades como antioxidante, obtensmndde esta manera diferentes
productos distintivos del aceite esencial original.

15 Hipotesis

Entre los extractos naturales con potencial ardei®io se encuentran los
provenientes del romero, objeto de estudio entesia. La operacion de destilacion
molecular permite obtener fracciones de aceite cklede romero enriquecidas en
compuestos antioxidantes, los cuales pueden serpm@ados a los alimentos para

conservar sus propiedades naturales.

1.6 Objetivos

Objetivo general

El objetivo general de la presente Tesis es obt&aeciones concentradas en
compuestos antioxidantes mediante el uso de laltagia de destilacion molecular a
partir de aceite esencial de romero obtenido pnodestilacion.

Objetivos especificos

1. Obtener aceite esencial de romero por hidrodegtila@nalizando el efecto
de la cantidad de romero utilizada y el caudal agov sobre el rendimiento
de la operacion (Capitulo 2).

2. Ensamblar un prototipo de destilacion moleculaevhl a cabo su puesta a
punto, establecer el procedimiento experimentalc@ado y obtener los
rangos de condiciones operativas posibles paralighe prototipo pueda ser

utilizado en el procesamiento de aceite esenciadmhero (Capitulo 3).
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3. Obtener fracciones de alto poder antioxidante nmelidestilacion molecular
y relacionar la capacidad antioxidante con la caigi@n de las fracciones
obtenidas (Capitulo 4).

4. Determinar la estabilidad oxidativa de muestragjid@sol enriquecidas con
las fracciones de interés obtenidas por destilatidlecular (Capitulo 5).

5. Optimizar el proceso de destilacion molecular apldo herramientas de

simulacién basadas en redes neuronales (Capitulo 6)
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CAPITULO 2

Obtencion de aceite esencial de

romero por hidrodestilacion

En este capitulo se presentan los resultados denkesyos llevados a cabo para
obtener aceite esencial de romero utilizando laramp@ de hidrodestilacion. Se
presenta el estudio del efecto de la cantidad oeenmo utilizada y el caudal de vapor

sobre el rendimiento de la operacion, asi comac#aacteristicas del aceite esencial

obtenido.
2.1 Introduccion
2.1.1 Obtencidon de aceite esencial de romero

Existen varios métodos para extraer el aceite éde@mmo una consecuencia de
esto, los perfiles quimicos de los aceites esaxwigfoducidos no soélo difieren en el
namero de moléculas, sino también en el tipo esgelienico de moléculas extraidas de
acuerdo al tipo de extracciéon. El producto extrgidede variar en calidad, cantidad y
composicién de acuerdo al clima, caracteristicasukdo, 6rgano de la planta, edad y

etapa del ciclo vegetativo.
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El romero no es ajeno a estas influencias y la ocsm@n del AE exhibe
variacion en su composicion, con respecto a laagha de la planta, etapa del ciclo
vegetativo, tipo de suelo, condiciones de sembdsdta planta, etc. (Bakkali y colab.,
2008).

La operacion mas utilizada para la extraccion d® &R la técnica tradicional de
hidrodestilacion. El hidrodestilador, equipo en de@se produce la hidrodestilacion, es
cargado por lotes y trabaja en modo semicontinuchdequipo posee un condensador,
el cual funciona en modo continuo, con el flujo dejua de refrigeracion a
contracorriente. El funcionamiento de este equippedde del tipo de material a
procesar y todas sus posibles variaciones comaéa@no de la recoleccion, el lugar
geografico donde se encuentre la misma, parte giatda utilizada para la obtencién
de AE, etc. (Rodriguez Alvarez y colab., 2012).

El rendimiento de la operacién de hidrodestilac&snmuy variable. Entre las
variables que han mostrado una importante inflaeseiencuentran: parte de la planta
utilizada para la extracciéon (tallos, hojas, flgrestapa de cosecha, zona de cultivo,
cantidad y variedad de fertilizantes, porosidadleigho, caudal de agua y humedad de
la planta (Boutekedjiret y colab., 1998; Cerpa, 200koh y colab., 2010; Jordan y
colab., 2013; Yosr y colab., 2013; Singh y col@013; Hosni y colab., 2013; Santana-
Méridas y colab., 2014). El rendimiento de la opinma de hidrodestilaciéon de AER
varia entre 0,0021 y 3,15 g de aceite esencialkcpda 100 g de planta seca, lo que
genera una considerable cantidad de residuo s@@#oh y colab., 2010; Hosni y
colab., 2013; Yosr y colab., 2013; Singh y col#13; Santana-Méridas y colab.,
2014).

El rendimiento del AER se analiza y presenta mutportancia en la economia
de las empresas que lo producen, por lo que mucivestigadores han realizado
estudios en el tema.

Yosr y colab. (2013) utilizaron muestras de ronfaavenientes de Tunez, ciudad
situada en el norte de Africa. EI AER fue extragdo hidrodestilacién y se compararon
rendimientos en funcién de distintas partes deldmta utilizada y de la etapa de
cosecha de la planta. El rendimiento del AER pramitudue muy variable. Los
rendimientos mas bajos de AER los obtuvieron dedlies de las plantas (0,0021 % -

0,0070 %). Cuando la extraccion se realiz6 mezdamgjas y tallos obtuvieron un
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rendimiento intermedio (0,40 % - 0,71 %), y losdiementos mas altos se obtuvieron
de la extraccion de AER de las hojas (0,81 % - ¥33En todos los casos la mayor
cantidad de AER se obtuvo cuando la cosecha dedeal etapa de floracion.

Singh y colab. (2013) estudiaron la influencia@edistintas etapas de cosecha de
la planta de romero en la India y de la aplicadgi@distintos fertilizantes, sobre el
rendimiento y la composicion de AER. Los resultadnselaron que el contenido y la
composicién del AER fue influenciado por la etapa absecha, pero no fueron
afectados por los distintos niveles y tipos ddlizshtes aplicados. El rendimiento en la
operacion de hidrodestilacion varié entre 2,438936 en base seca.

Cerpa (2007) ha analizado las siguientes varialpesosidad del lecho de la
hierba y caudal de agua. Concluy6 que los rendiimsetie AER producido no guardan
relacién con la variacion del caudal de vapor mi keoporosidad del lecho. Sin embargo
la velocidad de obtencidn del aceite esencial digpele la porosidad del lecho y del
caudal de vapor.

Jordan y colab. (2013) obtuvieron AER por hidroissttn de romero
proveniente de la zona mediterranea. El rendimiatdb aceite esencial obtenido
presento diferencias significativas al comparatirdess areas termoclimaticas de la
region del Mediterraneo. Los rendimientos variarentre 1,36 % y 3,33 %
determinados como ml de AER obtenido por 100 g déernal seco. Este fendmeno
puede atribuirse a ciertos factores ambientalespgdeian estimular la produccién de
AE a patrtir de las plantas de romero.

Hosni y colab. (2013) evaluaron como los pretraggmas enzimaticos aplicados a
la planta de romero afectaban los rendimientosAddR. Obtuvieron AER mediante
hidrodestilacion a partir de plantas de romero @nisntes de Tunez. El tratamiento
enzimatico produjo un aumento en el rendimientdadeantidad de AER producido.
Los rendimientos resultantes fueron de 1,20 % pardER sin pretratamiento, y un
aumento en 5 % para el tratamiento con la enzirhdasa, brindando un rendimiento
del 1,26 %, 50 % de aumento para la enzima hentsaparrojando un rendimiento de
1,80 % y un aumento del 20 % para la combinacioraméas enzimas dando un

rendimiento de 1,44 %.
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Okoh y colab. (2010) comparan dos procesos de cbtende AER,
hidrodestilacion (HD) y extraccion por microondas slisolventes (EMSD). Las
muestras de hojas de romero fueron provenientés ievincia de El Cabo, Sudéafrica.
Los rendimientos de los AER obtenidos por ambosduost fueron de 0,31 % para el

proceso de hidrodestilacion y 0,39 % para el pmdesextraccion por microondas.

2.1.2 Perfiles cromatograficos del aceite esencial de r@aro

La variedad de composiciones de AER es muy ampligiendo determinar
distintos quimiotipos. Las composiciones se analizeediante cromatografia gaseosa
con espectrometro de masas.

Jordan y colab. (2013) analizaron las composicialeediferentes AER obtenidos
a partir de plantas de distintas regiones del Medibheo. Las diversas regiones
termocliméticas (R1, R2, R3, R4, y R5) no presemtatiferencias significativas en la
composicién del AER y los compuestos mayoritariogaelas las muestras fueron los
mismos: 1,8-cineol, alcanfora¢pineno.

Okoh y colab. (2010) encontraron que los compoepténcipales del AER
fueron a-pineno, canfeno, alcanfor, verbenona, borneol8ycineol, perteneciendo el
mismo al quimiotipo verbenona.

Soltani y colab. (2014) obtuvieron AER medianterbitistilacion a partir de
romero provenientes de las provincias de Fars erBeh Iran. Obtuvieron un AER
quimiotipoa-pineno.

Usai y colab. (2011) obtuvieron AER mediante hidstdacion a partir de romero
proveniente de la isla de Cerdefia, Italia; el migradenece al quimiotipa-pineno-
verbenona.

Wang y colab. (2008) trabajaron con AER proveniesgela provincia de Si
Chuan (China) obtenido mediante hidrodestilacibmal&karon e identificaron
cromatograficamente 19 componentes. Los componeragsritarios fueron 1,8-cineol
(27,23 %),a-pineno (19,43 %), alcanfor (14,26 %), canfeno32256) yp-pineno (6,71

%), perteneciendo en este caso al quimiotipo h8eti
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Barreto y colab. (2014) trabajaron con AER provetdede San Pablo (Brasil),
obtenido mediante hidrodestilacion. Los principat&snponentes que identificaron
fueron 1,8-cineol (30,87 %), alcanfor (10,13 %pineno (9,79 %)p-pineno (9,24 %),
-cariofileno (6,76 %) y canfeno (5,14 %), dandoAER quimiotipo 1,8-cineol.

Yosr y colab. (2013) encontraron variaciones sigaiivas en la composicion del
AER en funcién de la parte de la planta utilizadeada obtencion del aceite. EI AER
obtenido a partir de las hojas de romero tuvo tm @ntenido de 1,8-cineol (35,8 %),
alcanfor (14,5 %) ya-pineno (10,6 %), mientras qugcariofileno (16,68 %) se
identific6 como el constituyente principal de talloLas flores, en cambio, se
caracterizaron por altos niveles de o6xido de céeiwd (11,4 %).

Nieto y colab. (2013) trabajaron con AER provergede Barcelona (Espafa)
obtenido mediante hidrodestilacion. Identificarsoncatograficamente al mismo y los
principales componentes que obtuvieron fuergoineno (36,42 %), alcanfor (15,05 %),
1,8-cineol (12,02 %), canfeno (11,08 %), borneqD@4%), B-pineno (3,67 %), p-
cimeno (2,14 %) y-terpineno (0,18 %), obteniendo un AER quimiotéppineno.

En la Tabla 2.1 se presenta una recopilacion decdasposiciones del AER
encontradas en la bibliografia referida. En la mignede observarse el amplio rango
de resultados en las composiciones de los AER.

La composicion de los compuestos principales vamtee los siguientes valores:
1,8-cineol (8-36 %), alcanfor (3—24 %i}pineno (8-37 %), borneol (0-8 %), verbenona
(1-25 %), acetato de bornilo (0-12 %), canfeno Z3%), B-pineno (0-10 %) yf-

cariofileno (0-7 %).

2.2 Objetivos

Los objetivos propuestos en este capitulo sonnebtaceite esencial de romero
utilizando un equipo de hidrodestilacion y analigbefecto de la cantidad de romero y

el caudal de vapor sobre el rendimiento de la @p@na
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Tabla 2.1: Recopilacion de las composiciones del aceite éslette romero de la bibliografia referida

Composicién %p/p

Componentes Wang y Barreto y Jordan y colab., 2013 Soltani y Usaiy Okohz%lcglab.,
colab., 2008 colab., 2014 colab., 2014 colab., 2011
R1 R2 R3 R4 R5 HD EMSD

acetato de butilo 1,33
[127271‘ gImeie]Elgg)::r:(()) 0,98 04 04 03 03 03
a-tujeno 0,43 2,23 0,1 tr 0,1 0,1 0,1
a-pineno 19,43 9,79 15,6 19,2 14,6 16,2 14,1 19,15 3,0& 11,47 8,14
canfeno 11,52 5,14 8,4 8,0 7,7 7,4 6,5 6,43 450 705, 3,13
sabineno tr tr tr tr tr
B-pineno 6,71 9,24 1,1 1,1 1,2 1,6 2,2 2,67 2,16 21,11,06
4-octanona 0,1 0,3 0,4 0,4 0,9 1,96
mirceno 1,6 3,7 2,7 3,3 3,4 2,64 1,25 1,18
3-octanol tr tr tr tr 0,1
a-felandreno 0,3 0,5 0,5 0,7 0,5 0,41 0,32
8-3-careno 0,2 0,4 0,7 0,4 0,7
B-felandreno 1,23

HD: hidrodestilacion, EMSD: extraccion por microasdsin disolventes, R1, R2, R3, R4, y R5: diveregmnes termoclimaticas del Mediterraneo
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Tabla 2.1 (Continuacion): Recopilacion de las composiciones del aceite éslete romero de la bibliografia referida

Composicién %p/p

Componentes Wang y Barreto y Jordan y colab., 2013 Soltani y Usaiy Okohz%lcglab.,
colab., 2008 colab., 2014 colab., 2014 colab., 2011
R1 R2 R3 R4 R5 HD EMSD
a-terpineno 0,41 0,6 0,8 0,8 0,9 0,7 1,23 1,32
p-cimeno 1,67 29 2,5 2,3 2,3 15
limoneno 1,95 2,9 3,9 3,3 3,4 3.1 3,33
1,8-cineol 27,23 30,87 22,1 19,1 19,7 211 18,9 59,0 8,91 11,91 10,56
y-terpineno 0,44 0,7 0,8 0,9 1,1 1,0 1,92 0,98 61,0
terpinoleno 0,7 0,9 1,2 1,0 1,1 1,36
linalol 0,25 1,46 0,7 1,2 1,1 1,2 0,9 2,37 1,95 22,0 3,00
a-canfolenal 0,3 0,2 0,3 0,2 0,3
alcanfor 14,26 10,13 18,5 15,0 20,2 17,7 24,0 850 3,12 16,57 16,89
isoborneol 4,66
isopulegol 1,19
borneol 3,17 7,1 6,6 5,8 5,2 4,1 6,35 3,49 5,74 865,
terpinen-4-ol 0,53 1,80 1,0 1,2 1,2 1,2 1,0 1,52 421 1,56
p-cimen-8-ol 0,2 0,2 0,2 0,1 0,1
a-terpineol 2,11 3,07 2,8 2,8 2,8 2,8 2,7 1,58 1,70

HD: hidrodestilacion, EMSD: extraccion por microasdsin disolventes, R1, R2, R3, R4, y R5: diversgimnes termocliméticas del Mediterraneo
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Tabla 2.1 (Continuacion): Recopilacion de las composiciones del aceite éslete romero de la bibliografia referida

Composiciéon %p/p

Componentes Wang y Barreto y Jordan y colab., 2013 Soltani y Usai y Okor%fglab.,
colab., 2008 colab., 2014 colab., 2014 colab., 2011
R1 R2 R3 R4 R5 HD EMSD

bornilacético 3,45
a-copaeno 1,30
mirtenol 1,32 1,37 1,09
verbenona 1,48 5,4 5,0 4.8 51 4,0 3,03 24,11 317,£3,79
geraniol 1,79
cuminaldeido tr 0,1 0,1 0,1 0,1
acetato de bornilo 1,13 0,7 11 0,8 1,0 1,2 5,50 9,19 11,62
ylangeno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
B-cariofileno 2,41 6,76 0,4 0,8 1,2 1,0 1,6 0,17 ,111
cisjasmono 0,07 0,08
a-cariofileno 0,86 0,2 0,2 0,3 0,3 0,6
trans B-ocimeno 0,11
Cis - sabineno hidrato 0,32
a-amorfeno 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
a-humuleno 2,00 0,15

HD: hidrodestilacion, EMSD: extraccion por microasdsin disolventes, R1, R2, R3, R4, y R5: diversgmnes termocliméticas del Mediterraneo
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Tabla 2.1 (continuacion):Recopilacion de las composiciones del aceite @late romero de la bibliografia referida

Composiciéon %p/p

Soltaniy Usaiy colab., Okohy colab.,
colab., 2014 2011 2010

R1 R2 R3 R4 R5 HD EMSD

Componentes Jordan y colab., 2013

Wang y Barreto y
colab., 2008 colab., 2014

pentasiloxano 0,04
y-muroleno 1,19
y-cadineno 0,65
3-cadineno(+)(-) 1,15

cariofileno 6xido 2,23 0,2 0,2 0,2 0,2 0,3 0,04

1,5-difenil 2H-1,2,4

' ) 0,13
triazolina

1-metil-2,4-nitrofenil

benzimida 031

2-metoxi-3,8-
dioxocefalotax-1-ene

acido 1,2-
bencenodicarboxilico

1,11

0,44
acido octadecanoico 0,26

acido decanoico 0,27

HD: hidrodestilacion, EMSD: extraccion por microasdsin disolventes, R1, R2, R3, R4, y R5: diveregmnes termoclimaticas del Mediterraneo
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Materia prima

La variedad de romero utilizada fuR. officinalis L. cultivado en el
Establecimiento “Los Molles” de la ciudad de Medmvincia de San Luis, cosecha
marzo de 2013. Se utilizaron las hojas de la plgatque son las que presentan mayor

rendimiento en la produccién de aceite esencial.

2.3.2 Operacion de hidrodestilacion

La materia prima vegetal fue cargada en el hidtddder formando un lecho fijo
compactado. El vapor de agua se produjo en su dm@sda presion suficiente para
vencer la resistencia del lecho. Conforme el vagurd en contacto con el lecho, la
materia prima se calentd y liber6 el AER contenydéste, a su vez, debido a su alta
volatilidad se evapord. EI AER fue arrastrado emé arriba hacia el tope del
hidrodestilador por el vapor de agua. La mezclppvaaturado y AER, fluyd hacia el
condensador. En el mismo, la mezcla fue condengaelafriada, hasta temperatura
ambiente. La mezcla se acumulé en el florentinoeyseparé por diferencias de
densidades. El vapor condensado acompafante del @ésHRmado “agua floral”. Esta
posee una pequefia concentracion de los compuesioscgs solubles del aceite
esencial, lo cual le otorga un ligero aroma, semejal aceite obtenido. El proceso
termin6 cuando el volumen de AER acumulado enoeéfitino no varié con el tiempo
de extraccion. A continuacion, el aceite fue retrael florentino y almacenado en un
recipiente y lugar apropiado.

El equipo hidrodestilador que se utilizé para léeabion del AER fue un equipo
de vidrio, marca Figmay, Cordoba- Argentina, copacédad de 6 |. El mismo consiste
de un cuerpo de vidrio de forma cilindrica, en cuyterior se depositan los canastos
gue contienen las hojas de romero. En la parteionfeene una resistencia que calienta
el agua con el fin de producir el vapor necesaacaparrastrar el aceite esencial

contenido en las hojas.
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En la Figura 2.1 se muestra una imagen del equifipado y en la Figura 2.2 se
muestra la separacion de la mezcla; la fraccicrimf transparente corresponde al agua
floral y la fraccion superior al AER.

Se analiz6 la influencia del caudal de vapor deaagde la cantidad de romero
utilizada sobre el rendimiento de aceite esencdycido. El caudal de vapor de agua
empleado en el equipo se regulé mediante la resisteléctrica variando los niveles de
consumo de potencia. Se determind la humedad detrmcon el fin de expresar el
rendimiento de la operacion como funcion del pesoodhero utilizado en base seca. La
misma se determiné manteniendo las muestras efa estl05 °C hasta alcanzar peso
constante.

El rendimiento porcentual de la operacion de hidstithcion de romeronj se
determiné de la siguiente manera:

peso aceite (g)

= 100
7 peso romero en base seca (g) *

=

QJ.

Figura 2.1: Equipo hidrodestilador Figmay
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Figura 2.2: Aceite esencial de romero obtenido en equipo higstilddor Figmay

2.3.3 Andlisis cromatogréfico

Las cromatografias necesarias para determinamtgasicion del AER obtenido
por hidrodestilacion se realizaron en un equipo NB&Clarus 600, Perkin Elmer. Los
datos fueron adquiridos empleando el programa T™a&ss 5.4.2. La columna utilizada
fue una columna DB5 marca Perkin Elmer. El gaserafue Helio. La temperatura del
inyector se fijo en 250°C y el programa de tempesatlel horno se inicio en 60°C,
manteniéndose constante por 5 minutos, luego sergdna razon de 5°C/min hasta
llegar a 240°C, donde se mantuvo a esa tempenadurd0 minutos. La identificacion
de picos se realiz6 empleando las Bibliotecas igjrpma NIST MS Search 2.0.

2.3.4 Analisis estadistico

Las experiencias se realizaron por duplicado; fegnran los valores medios y las
desviaciones estandar de los resultados. Se awalizsstadisticamente los datos
obtenidos, a fin de indagar cuales son las vasalfae presentan influencia
estadisticamente significativa en el rendimientoA8#R. Los datos fueron analizados
utilizando el Software InfoStat, version 2012.p dHéad de Ciencias Agropecuarias,
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Universidad Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argeitihas diferencias estadisticas
fueron estimadas por la prueba ANOVA a un nivesigmificancia del 5 % (p < 0,05).
Cuando el test ANOVA indicé la existencia de diferi@s estadisticamente
significativas se realiz6 una comparacién de megias el método de la minima

diferencia significativa (LSD).

2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Andlisis de la operacion de hidrodestilacion

En la Tabla 2.2 se detallan las condiciones deotahtilacion estudiadas y el
rendimiento porcentual obtenido en cada uno deethsgyos realizados. Se informa el
valor medio y la desviacion estandar de los casdde flujo y los rendimientos
obtenidos. Luego de haber observado en ensayomgiawariacion de la produccion
de AER con el tiempo, se ha fijado el tiempo deaedion en 60 minutos. Esto es
debido a que en ese tiempo se asegura la finaizat®l proceso de hidrodestilacion.
De esta manera, el tiempo de extraccion no fuevanable analizada.

Al analizar los datos presentados en la Tabla@ @serva que el rendimiento de
aceite de las muestras en que se utilizaron 408 grhero fue, en todos los casos,
superior al rendimiento obtenido en los casos guetifizaron 200 g. Sin embargo, se
procedié a analizar estadisticamente estos datds) de indagar cuales son las
variables que presentan influencia estadisticamsgteficativa en el rendimiento de
AER. Para ello se realizé un analisis de variangalad muestras, ANOVA, y se
concluyd que la cantidad de romero utilizada yaldal de vapor producido no son
variables estadisticamente significativas sobremdimiento de AER obtenido (p-valor
> 0,05).

Los resultados de este analisis concuerdan corm@&mavez (2007), quien en su
Tesis Doctoral titulada “Hidrodestilacion de acegiteesenciales: Modelado vy
caracterizacion” realizé un andlisis de la influandel caudal de vapor y de la

porosidad del lecho en la produccién de AER. Ega astlisis llega a la conclusion de
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que los rendimientos de AER producido no guard#aci@n ni con la variacion del

caudal de vapor ni con la porosidad del lecho.

Tabla 2.2: Rendimientosi{) de AER en diferentes condiciones de hidrodestitaghbeso de romero
procesado y caudal de vapor. Materia prima: haga®thero con una humedad del 5,5 %.

Peso de romero Nivel de Caudal de vapor Rendimiento porcentual
base humeda : . promedio de AER
resistencia :
(9) (ml/min) ()
200,0 6 7,19 £ 1,57 1,43 + 0,06
400,0 6 7,19 £ 1,57 1,54 + 0,06
200,0 7 10,85+ 0,95 1,52 £ 0,07
400,0 7 10,85+ 0,95 1,65 +0,29
200,0 8 14,54 £ 2,25 1,47 £ 0,23
400,0 8 14,54 + 2,25 1,52+0,20

Los resultados de rendimiento de la operacion dedestilacion variaron entre
1,43 £ 0,06 y 1,65 £ 0,29 % (base seca) arrojamdeendimiento porcentual promedio
del AER de 1,53 + 0,17 % (base seca). Estos redtastan dentro de los rangos
analizados y son altos rendimientos comparadodasgitados anteriormente. Cerpa

Chévez (2007) obtuvo un rendimiento promedio d& %33 aceite/g planta humeda.

2.4.2 Andlisis cromatografico del aceite esencial de rome

Los resultados del andlisis cromatogréafico del AdiRenido se muestran en la
Tabla 2.3.

El AER obtenido por el proceso de hidrodestilacine como principales
componente$-pineno, 1,8-cineol, alcanfor ¢+pineno, perteneciendo al quimiotife
pineno. El porcentaje obtenido para el compupgimeno es superior a los encontrados

en bibliografia.
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Tabla 2.3: Composicion del aceite esencial de romero obtepiddidrodestilacion.

Compuesto % p/p
a-pineno 9,51
canfeno 3,23
B-pineno 31,04
cimol 4,84
limoneno 3,96
1,8-cineol 24,09
B-linalol 1,70
alcanfor 15,27
NI* 0,38
NI* 1,05
a-terpineol 2,20
verbenona 1,18
cariofilleno 1,21
NI* 0,35

*NI: Compuesto no identificado

2.5 Conclusiones

Con las experiencias realizadas en el presentajorab concluye que el caudal de
vapor y la cantidad de romero utilizado no influgemel rendimiento de aceite esencial
producido. El rendimiento de aceite esencial prmttutue de 1,53 + 0,17 % g aceite/ g
romero seco, valor muy satisfactorio en relaciéroa valores encontrados en

bibliografia y la composicién del AER obtenido resge al quimiotip@-pineno.







CAPITULO 3

Prototipo de destilacion molecular.

Ensayos preliminares.

En el presente capitulo se reflejan las actividagesizadas para ensamblar y
poner a punto un prototipo de destilacion molecp&a su utilizacién en la obtencién
de fracciones de diferente composicion a partiradeite esencial de romero. Se
informan las pruebas y acciones correctivas redgdigadurante la puesta a punto del
prototipo sobre aceite esencial de romero. Se pi@s procedimiento experimental a
llevar a cabo para un adecuado funcionamiento rd¢dfgpo. Finalmente se muestra el
primer conjunto de ensayos de destilacion molecglee permitieron comprobar la

factibilidad técnica de la utilizacion de esta @o&dn para la aplicacion en estudio.
3.1 Ensamblaje y puesta a punto de prototipo de destitcddn molecular
3.1.1 Introduccion
Previamente al ensamblaje del equipamiento prat@grealizaron simulaciones
de la destilacion molecular de aceite esencialotieero como un primer abordaje al

conocimiento de la performance de esta operacibreda aplicacion en estudio. Para

ello se utilizé elsoftware SPD-UNRCel cual disefia y/o simula la operacion de
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destilacion molecular (Miré6 Erdmann, 2011). El mésfue desarrollado en el grupo de
trabajo SIMAP (Simulacion Aplicada a Procesos), pertenecient®egartamento de
Tecnologia Quimica de la FI-UNRC (Facultad de Iigeéa - Universidad Nacional de
Rio Cuarto). Dicho simulador, desarrollado en ergonade una tesis de Maestria en
Ciencias de la Ingenieria (FI-UNRC), contiene undelo matematico basado en los
fendmenos de transporte que tienen lugar en laaoider a modelar, consistente en un
sistema de ecuaciones algebraicas, diferenciatksanias y diferenciales parciales, el
cual es resuelto utilizando un cédigo computaciongblementado en el entorno
MATLAB. El simulador fue disefiado para tratar mezclas akgsfue validado con
datos experimentales obtenidos por el grupo dejo&IMAP sobre un equip&DL4 —
UIC, donado a la Universidad Nacional de Rio CuattgrigpoGIDPO (FI-UNRC), en

el afio 2002 por la Empresa Molinos Rio de La F3&ta

En base a los resultados obtenidos del simuladpude establecer un conjunto
de condiciones operativas iniciales para llevaraboclos ensayos preliminares de
prueba de performance y establecimiento de rang@stivos de interés para estudiar y
optimizar las variables operativas mas influyentes.

Para este primer abordaje se colaboré en el enagnd#l prototipo, el cual fue
construido y parcialmente ensamblado en los tallele la Empresa JMPedroni y
Asociados, y el ensamble final fue realizado eladloratorio de Desarrollo a cargo del
Dr. Soltermann, en la Facultad de Ciencias Exadat UNRC.

3.1.2 Caracteristicas del destilador molecular KDL4-UIC utilizado para

validar el simulador

Los resultados del modelado, se contrastaron ctws @xperimentales obtenidos
en un equipo de destilacion molecular Modelo KDlet WIC-GmbH, construido en
vidrio borosilicato. En la Figura 3.1 se muestra unagen del equipo mencionado y en
la Figura 3.2 un esquema del mismo.

Este equipamiento esta provisto de un evaporadqgretieula descendente de 4
dn? de &rea y un condensador interno de 2 dmarea. La alimentacion se realiza
mediante una ampolla encamisada provista de unalgéle regulacion e indicador de

nivel y el destilado y residuo son recogidos erofieé de vidrio. El vacio se realiza
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mediante una bomba mecanica de anillo de aceiteayhomba difusora en serie.
Cuenta ademas con un bafio de aceite calefactmistema de medicién de presion

para alto vacio, trampa de gases y motor del egjivador.

Sus especificaciones técnicas principales son:
«  Presion de trabajo minima: 5 xbar
«  Areade evaporacion: 4 dm
. Area de condensacién /trampa de vapores: 3 dm
. Capacidad maxima: 3 kg/h
. Temperatura maxima : 250 °C

. Balones para residuo y destilado de borosilicatd,8¢ de capacidad.

Figura 3.1: Imagen del equipo de destilacion molecular KDL4-UIC

Este equipo se encuentra actualmente disponible Blanta Piloto, dentro de las
instalaciones pertenecientes al Departamento deolagia Quimica, de la Facultad de
Ingenieria de la Universidad Nacional de Rio Cyasoestd siendo utilizado
actualmente en tareas de docencia, investigacitensgrvicios, por docentes integrantes
de dicho departamento.
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Valvula de
alimentacion

Albafio «—
calefactor

Del bafio calefactor Sensor de

presion

Rotor Trampade
vapores

Al bafio calefactor

Cuerpo del '

destilador
Bomba

— U difusora
Del bafio
calefactor

<«
e
| bafio o
refrigeranterD(;frli bg::n i
9 Bomba
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Figura 3.2: Esquema del equipo de destilacion molecular KDL&-U
3.1.3 Caracteristicas del destilador molecular prototipo

En base a los resultados obtenidos de la aplicag@nsimulador a mezclas
oleosas, se obtuvieron rangos de condiciones oysahecesarias para realizar el
disefio del prototipo de destilador molecular, gaenitio trabajar en la aplicacion de
estudio de la presente tesis, y también en otlasajpnes tipicas de esta operacion.

El equipamiento disefiado posee una capacidad similla del KDL4-UIC,
aprovechando la ventaja de que un destilador mialecde 4 drfi de area de
evaporacion, es lo suficientemente grande como pgpeesentar una escala banco para
este tipo de operacion, pero sin requerir grarciedidades de muestra para los
ensayos, lo cual es importante a los fines dedstog de investigacion.

Sin embargo, el cuerpo principal fue realizado @r@ainoxidable AISI 316, dada
la fragilidad del equipo UIC, que ocasiona rotysaananentes y dificultad de trabajo a

alto vacio utilizando vidrio borosilicato. Esto pete disponer de un equipo mas
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robusto y eficiente en cuanto a que se pueden aramejor las fugas, tan importantes a
altos niveles de vacio.

En la Figura 3.3 se observa el prototipo en dgsastadel montaje de los distintos
elementos componentes.

A continuacion se describen las condiciones opaaitinas relevantes a las que se
concluye con el disefio, y posteriormente los eléaseque permitiran llevar adelante

esta operacion con las condiciones de disefio dispelas.

Figura 3.3: Etapas del montaje del equipamiento prototipo.

3.14 Principales condiciones operativas y requerimientode servicios

* Presién de trabajo minima: 1 x 1bar

« Area de evaporacién: 4 dm

« Area de condensacion: 4,5 8m

» Capacidad méaxima: 3 kg/h

e Temperatura maxima: 250 °C

» Balones para residuo y destilado de borosilicatd,8¢ de capacidad.
» Potencia: 2 kW

* Agua de enfriamiento: 500 I/h
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3.1.5 Componentes del equipamiento prototipo del destilamt molecular

En la Figura 3.4 se presenta un esquema del eqgigipemprototipo de destilaciéon
molecular desarrollado, en el cual se observandsistos componentes, siendo la
nomenclatura de los principales elementos la sigeie

DCC4: Destilador de camino corto

BC1: Bomba de recirculacion de aceite térmico

BSA 3: Bomba rotativa

BDF 40: Bomba difusora

TF 40: Trampa fria

CDD: Colector de destilado

CDR: Colector de residuo

VPFT: Calefactor de aceite térmico

CTF 100: Calefactor por termosifén

TP: Tanque pulmon

AL500: Alimentador

HCV: Valvula de alimentacion

H8: Trompa de vacio

API: Indicador de Presion absoluta

MV: Valvula micrométrica

A continuacion se describen las principales caretieas de cada uno de los

elementos principales del equipamiento prototipo.

1) DCC4: Destilador de camino corto, con camisa de caledaccion fluido
térmico, de 4 dfmy condensador interno de 4,5 dri&n la Figura 3.5 se muestra el
cuerpo del destilador molecular y el motor del roto

En la parte superior tiene un motorreductor comdndpor un variador de
velocidad. El eje atraviesa la tapa por un selldréhilico. El liquido de sello sirve
también de lubricante al cojinete y debe ser comblgaton el liquido que se esta

destilando.
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El rotor esta formado por un “canasto” con rodilpgatorios que se recuestan
sobre la superficie de calefaccion por fuerza dewga. Esta ligado al motorreductor
comandado por el variador permitiendo trabajar stirdas velocidades, dentro del
rango de 10 a 266 rpm.

Agua

TROMPA DE VACIO

)
e
DESTILADOR
r DoC4
S e )
__,A—-—
REGULADOR
DE
VOLTAJE
L
v
BSA (2) 3 e
BOWBA .1‘:'.' [ENTANENG: BOF 40
ROTATIVA AOMAA
DIFLUSORA

Figura 3.4: Esquema del equipamiento prototipo de destilacidleaular desarrollado.

2) CDD y CDR: EIl destilado y el residuo se recogen en 2 balomesidrio
borosilicato, de 500 ml, los cuales se pueden gbsen la Figura 3.6.
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Figura 3.6: Balones colectores de destilado y residuo.

3) AL500: Alimentador de 500 ml de capacidad, con camisa palefaccion con
agua y escala graduada de 0 a 500 ml. En la FRjdrae presenta la imagen de este
elemento.

En la parte superior tiene un dispositivo, con uonada graduada en 100
divisiones, cada una de las cuales corresponde &lamacion de 0,005 mm del tapon
que regula la descarga. Tomando el tiempo en elefuevel baja un determinado

namero de divisiones de la escala en volumen, sdepdeterminar el caudal.
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El alimentador puede trabajar a presion atmosfésiaa vacio. En este ultimo
caso, es necesario cerrar la boca de entrada ¢apéel esmerilado y conectar la salida
superior lateral a una trompa de vacio de labamtébriendo el agua a la bomba, se
producira una disminucion de la presion, que jutcalentamiento del producto haran
que el alimentador trabaje como desaireador y desthidor, eliminando tanto el aire
disuelto como la humedad contenida en la mues@g. ddie advertir que, operando a
vacio, el caudal que ingresa no es el mismo quedouse opera a presion atmosférica,
pues la diferencial actuante sobre la aperturgagéin, no es igual.

La eliminacion del aire y del vapor en esta etafigia el sistema de vacio y, lo
mas importante, evita la oxidacién del producttesiaa temperatura.

El alimentador puede trabajar en forma continugscothtinua. En forma continua
lo hace dejando gotear el liquido de carga desdexterior y manteniendo el nivel
constante. En forma discontinua, se carga Yy s @glaear mientras baja el nivel de

liquido.

Figura 3.7: Alimentador del destilador molecular, con camiaeepcalefaccion con agua y escala
graduada.

Cn
&7
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4) CTF100: Calefactor de acero inoxidable, con resisten@ateta variable para
hacer circular, por termosifon, agua caliente ealigientador AL500.

Posee una resistencia calefactora de 250 W. Lad&R&)8 muestra una fotografia
del cuerpo que contiene dicha resistencia.

Figura 3.8: Cuerpo contenedor de resistencia eléctrica paralédaccion por termosifon.

5) VPFT: Tanque contenedor de fluido térmico, con fuentecaer eléctrica
monofasica, 220 V, potencia 1 kW, comandado autearaente por un Triac y una
termorresistencia. Cuenta con un termémetro y @haula de seguridad. El indicador
de temperatura del fluido térmico permite aprel@a@emperatura de destilacion, pues la
caida a través de la pared metéalica es de 1,5.aC2f6acidad del recipiente: 7 It. Una
fotografia de este elemento se presenta en lad&gar

Ademas, se mide la temperatura de descarga dduoesiediante un termometro

digital con sensor de acero inoxidable, vaina cerié (Figura 3.10).

6) TF40: Trampa fria, para 350 ml de refrigerante. Materdaero inoxidable
AISI 304. El refrigerante puede ser nitrdgeno liigud hielo seco suspendido en alcohol
etilico de 96%. La trampa debe permanecer tapadanpayor duracion del refrigerante,
pero no herméticamente para permitir su evaporagibgrifo inferior permite retirar el
refrigerante y la tapa cd-ring, el condensado. La trampa fria se puede obsenviar e
Figura 3.11.
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Figura 3.11: Trampa fria para la retencion de vapores dellddsti.
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7) BDF40: Bomba difusora de 40 # de capacidad, presién de aspiracién < 0,1
Pa (10°mbar), presion final 3 x 1Pa (3 x 1¢ mbar). Contrapresion critica: 30 Pa (0,3
mbar). Potencia (a 220 V): 220 W. Tiempo de catgéac 10 a 15 min. Nivel de carga
de silicona: minimo 10ml, normal 15ml, méximo 20mtipo: Dow Corning 704 o

similar. La Figura 3.12 muestra una imagen de talieodifusora.

Figura 3.12: Bomba difusora con sensor de presion de alto vacio

8) BSA3 Bomba de sello de aceite de dos etapas, capa8iddth, presion de
aspiracion: 3 Pa (0,03 mbar), presién final 7 x°A® (7 x 10 mbar), potencia
absorbida por el motor: 0,18 kW. Con vélvula de dadalasto. Verificacion de nivel
de aceite en indicador de nivel. La Figura 3.13 straedos imagenes de la bomba de
sello de aceite; en la primera puede apreciarsdisacion respecto al resto del equipo

y en la segunda se observa el medidor de niveteieeade la misma.

9) API: Indicador de presion absoluta. Presémetro analpgiomuito puente, con
sensor a termopila, de 9,5 mm de diametro, 2,5 ncalde, rosca 1/8 plg NPT,
indicador del tipo digital, rango 0-1,3. i®ares. La Figura 3.14 muestra la ubicacion
del indicador de presion.

Para los ensayos a menores vacios, entre 0,01baf®2, se utiliza un presémetro

de Bennert.
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Figura 3.13: Ubicacién de la bomba mecénica y de la de ad&iteito, e indicacion de nivel de la
bomba mecénica.

Figura 3.14: Indicador de presion de alto vacio.

10) MV: Valvula micrométrica de ajuste de la presidon (Fég 3.15). DNG6,
conexion KF10, volante graduado en 60 divisionasgo 0 a 0,1 I/s.

Figura 3.15: Valvula micrométrica para regulacion de presion.
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11) BC1: Bomba de recirculacion de aceite térmico, de hiéuraido tipo a
engranaje, empaquetadura de vitén, caudal/@im, altura de impulsién: 5 m. Este

elemento se muestra en la Figura 3.16.

Figura 3.16: Imagen superior de la bomba de aceite térmico.

3.1.6 Pruebas post-montaje del equipo prototipo

Luego del montaje, fueron llevadas a cabo divepsasbas con el fin de verificar

el buen desempefio del equipamiento y, de ser nexagalizar medidas correctivas.

Determinacion del tiempo de calentamiento del aceittérmico

Se carg6 el tanque pulmon con aceite térriisermia Bde Shell Se analizo la
altura del aceite térmico con la bomba de recimaia en funcionamiento,
corroborando que el nivel de aceite en el tanqué psr encima de la resistencia
eléctrica. Se determind la necesidad de reempklzaensor de temperatura interno
debido a que presentd diferencias con las tempasatnedidas con la termorresistencia
frontal y con mediciones realizadas con termocuptasel acceso superior (en el sitio
en el que normalmente se encuentra la valvulagleisad)

Las pruebas de calentamiento, para determinaemlptt de calentamiento y la
sobrepresion medida en el tanque arrojaron lostaels mostrados en las Figuras 3.17
y 3.18.
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Figura 3.17: Variacion de la temperatura del aceite térmicéuesién del tiempo.
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Figura 3.18: Variacién de la presién manomeétrica dentro deldande fluido calefactor durante el
calentamiento

La comparacion entre los valores de maxima poteyci@anima potencia de la
resistencia de calefaccion mostro los limites pesibe tiempo de calentamiento para
las condiciones externas imperantes. En la Figiti& $ muestran estos rangos.
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Figura 3.19: Temperatura del fluido calefactor en funcion dshipo para maxima y minima potencia de
la resistencia de calefaccion.

Las pérdidas resultaron de menor significatividagncdo los ensayos fueron
realizados en verano, donde las condiciones imfesaen el lugar de trabajo
correspondieron a valores mayores de temperaturda Brigura 3.20 se muestra la

comparacion de dos pruebas realizadas en ambapasta
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Figura 3.20: Pruebas de calentamiento de fluido calefactorzaddis en verano e invierno.
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Pureza y cantidad adecuada del aceite de la bombé#wkora

Se carga la bomba difusora con aceite silicorfaow Corning704. La cantidad
necesaria es de 10 a 20%siendo la 6ptima de 15 ém

El amperaje adecuado de corriente a la resistesaie 1 A.

Tiempo necesario para alcanzar el vacio requerido

En la Figura 3.21 se muestra la evolucion de lsignecon el tiempo. Al
comienzo solo esta encendida la bomba de selleelteay a los 48 min se prendio la
bomba difusora, notandose un pequefio aumento limeida presion (hasta que la
segunda bomba entré6 en régimen). Para alcanza&ehm vacio, la intensidad de
corriente en la bomba difusora debe regularse A&nyh que en pruebas realizadas con

0,5 A, la corriente no fue suficiente.
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Figura 3.21: Evolucién de la presién durante la prueba de vacio

Agua de calentamiento de la alimentacion

Se realizaron ensayos para corroborar la capaddadalefaccion del agua de
calentamiento de la alimentacién, probando a ditese potencias de la resistencia

eléctrica. Se tomaron dos medidas de la temperaineaen linea en cercanias de la
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resistencia eléctrica que calienta el agua y atraléanque pulmén, que se encuentra
por encima de la resistencia. Se compararon estmsngdiciones de temperaturas,
dando lugar a las Figuras 3.22 y 3.23.

Es claro que para potencias inferiores a 5/8Pragxgtencia no es suficiente para
mantener la temperatura, alrededor de rangos sipiecalentamiento.

La diferencia de temperatura en el circuito nolesasmcialmente diferente como
puede apreciarse en la Figura 3.23. Utilizandesistencia en 3/8Pmax, se logra una

temperatura de 27 °C, la cual resulta adecuadadaapdicacion de la presente tesis.
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Figura 3.22: Evolucién de la temperatura para diferentes nivédéepotencia de la resistencia eléctrica.
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Figura 3.23: Comparacién de la evolucién de la temperatura fenetites puntos del circuito.
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Prueba de la trompa de vacio

Se comprobd el nivel de vacio alcanzado utilizardtts configuraciones
diferentes para el agua utilizada en la trompaaséov agua corriente y agua impulsada
por una bomba centrifuga. Con presién de aguardgi¢éase alcanzo una presion de
0,37 bar y con agua a la presion de una pequefaaoentrifuga (600 I/h a 20 m) se

alcanzaron 0,04 bar. Esta ultima opcion resulté awl@ésuada para el tipo de operacion.

Calibracion de la velocidad del rotor

El motor del rotor es de 24 V y permite variar elt&je y de esa manera variar las
revoluciones por minuto. Se determinaron las rpméaimo voltaje, determinando que
corresponden a 266 rpm. Dada la proporcionalidaid delocidad con el voltaje, a 12
V la velocidad sera de 133 rpm. Esta proporcioadlise mantiene para cualquier otro

valor al que se quiera regular la velocidad dedirdentro de este rango.

Prueba con diferentes refrigerantes en la trampa

Respecto del refrigerante de la trampa fria esgrdial que la misma funcione
bien ya que de lo contrario se contamina la sibicde la bomba difusora y el aceite de
la bomba mecanica. La contaminacion de estos agegtgudica no sélo la vida util de
las bombas, sino que reduce considerablementendimiento de las mismas. El
refrigerante a utilizar depende de la presion deranpon a la que va a destilar y de los
compuestos volatiles que contenga el material gosmresado, los cuales deben ser
retenidos para evitar los inconvenientes menciosiadara la eleccion del refrigerante
se debe estimar la temperatura de saturaciérsdmioponentes a bajas presiones.

Las opciones de refrigerantes a utilizar son béscde tres:

. Nitrégeno liquido (-195 °C), para alto vacio.
. Hielo seco en suspension de alcohol (-78 °C), yar#ns intermedios.
. Hielo comun con sal (hasta -21 °C), para bajo vacio
Una ultima opcion es la de usar un bafio criogéai€0 °C, que resulta suficiente

en la mayoria de las aplicaciones. Para los engig/esta tesis, si bien se experimento
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con la tercera alternativa, se determiné la neadsdk usar nitrégeno liquido dada la
alta volatilidad de algunos componentes de lostegeaisenciales, que contaminan el

aceite de la bomba difusora y de la mecénica.

Otras pruebas llevadas a cabo

. Prueba del bafio criogénico, para enfriamiento dabdensador y de la bomba
difusora, con soluciones de distintas concentrasale dietilenglicol y alcohol.

. Pruebas para dar solucion a problemas con el flajalimentacion. Se observo
gue losO-ring en el ingreso del alimentador se deteriorabanetdswvado con acetona,
lo cual se corrigié con el lavado con etanol. Canexlida preventiva, dichd3-ring se
cambian periédicamente ya que si se deforman aiolete se origina un flujo de
alimentacion variable y dificil de controlar.

. Fugas de agua del sistema de refrigeracion, patadbse realizaron ensayos y
correcciones hasta total aislacion.

. Puntos posibles de fuga del sistema sometido & vemipuesto por el destilador
y los recipientes de alimentacion del material acesar y de recepcion de los
productos. Basicamente se resolvieron con alguoagles y con el agregado de grasa
de vacio en diferentes puntos de union.

. Verificacion de las pérdidas de calor del sistemdlwldo calefactor. Se optimizo
el tiempo de calentamiento, analizando la influerdel momento de encendido de la
bomba de recirculacion de aceite térmico. Pargaapbnes en las que se requieren altas
temperaturas de operacion, es conveniente dejanteal el aceite hasta altas
temperaturas, recirculandolo sélo por momentos pai@r que se queme. Una vez
alcanzada una temperatura cercana a la necesai@utar el aceite continuamente y
terminar el calentamiento con el fluido en movingerDe esta forma se consigue un
tiempo de calentamiento menor a si todo el prosestleva a cabo con recirculacion
continua.

. Ensayos para comprobar la funcionalidad del ppodotSe realizaron pruebas de
separacién con distintos materiales: aceites esesale romero, orégano, limoén, aceite

de pescado, aceite de soja, oleinas de soja Yyadestide desodorizacion. Esto permitid
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corroborar que la separacion es factible en todtssemateriales, cambiando las
condiciones operativas, principalmente la tempeaatie evaporacion y la presion de

operacion.

3.2 Procedimiento experimental para la realizacion deensayos en el

prototipo

Se ha desarrollado una metodologia de trabajo iexgetal para el destilador
molecular de pelicula descendente, procedimient® spra utilizado en todos los
ensayos de destilacibn molecular de esta tesisnfintiacion se enumeran las acciones

gue conforman dicho procedimiento.

1- Asegurarse que el sistema esta aislado y la vamideométrica cerrada.

2-  Llenar la cavidad del sello liquido del rotor coraeeite adecuado.

3- Cerrar el tapdn del alimentador.

4-  Encender el bafio térmico para el fluido de enfréanta.

5-  Poner en marcha la bomba rotativa, con la valvaelaalasto parcialmente abierta
y esperar que se estabilice la presion. Llegarésignes entre 5 x & 1 x 10*bar.

6- Encender la bomba difusora y hacer circular aguaediamiento por la
serpentina que la encamisa. Esperar 10 a 15 mipatasgue entre en régimen.

7- Cargar el alimentador AL500 con el liquido a destiy cerrar con el tapén
esmerilado.

8-  Abrir el agua a la trompa de vacio y aspirar e digl alimentador. Esperar que la
presion llegue a 0,04-0,06 bar. Esta es la prasddmal de operacion del alimentador
para un buen despojamiento de aire y humedad.destora aproximadamente 10 min.
9- Encender la resistencia del fluido calefactor. fgusel Triac a la temperatura
deseada.

10- Hacer circular agua caliente en el alimentador mtheado la resistencia del
calefactor CTF100 para calentar la carga, ajustalad@otencia para lograr la
temperatura deseada. Esto favorece la desgasiiircaci

11- Cargar la trampa fria con refrigerante.
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12- Ajustar la presion en el destilador con la valunlarométrica.

13- Encender el motor del rotor.

14- Cuando la temperatura del fluido térmico, del ftuide enfriamiento del
condensador y la presion en el destilador llegamakdr deseado, se puede iniciar la
alimentacion, actuando sobre la perilla graduada.

15- Controlar el caudal midiendo el tiempo que transcwntre dos divisiones. El
area neta del alimentador es 1Fcm

16- Al cabo de unos minutos comenzara a fluir destilgd@siduo a los balones
receptores. Si sOlo se recoge residuo es porqualgap problema en la destilacion,
por ejemplo: baja temperatura del fluido térmiqaresion de destilacion alta.

17- Para parar el equipo, se procede en sentido inv&€wsdar la alimentacion y
apagar la resistencia del generador térmico.

18- Apagar la resistencia de la bomba difusora.

19- Dejar enfriar el destilador bajo vacio.

20- Cuando el equipo esta frio, se procede a apadpafiel térmico de enfriamiento y
se puede romper el vacio con la valvula micronmgitido debe incorporarse aire con el
equipo caliente para evitar oxidacion y ensuciatoien

21- Recién cuando se ha roto el vacio se puede pabmmaéa mecéanica de vacio. Si

se hace antes puede pasar el aceite de sellddelza al sistema.

3.3 Ensayos preliminares de destilacion molecular parda obtencion de

fracciones de aceite esencial de romero

3.3.1 Objetivo

El objetivo planteado para esta etapa de la tesicémprobar la factibilidad de
obtener fracciones mediante destilacibn molecypartiendo de aceite esencial de
romero, y utilizando varias etapas en serie, lofyeanciones de mayor concentracion en
algunos componentes mayoritarios que permitan eabupotesis sobre diferentes

potenciales antioxidantes de dichas fracciones.
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3.3.2 Materiales y métodos

Para cumplir el objetivo planteado se realizaronepas de barrido de las
principales variables operativas, determinando agande operacion adecuados de
trabajo, analizando cromatograficamente la composiy utilizando la técnica del
radical DPPH para seguir las variaciones en capacidad antitix@daCon los primeros
ensayos se analizo la influencia de dos variabpesativas importantes como presion
de operacién (P) y flujo de alimentacion (F) soleteporcentaje de destilado y
posteriormente sobre su composicion. Luego se iéstadinfluencia del nimero de
etapas en serie sobre la concentracion en difarentanponentes y el poder
antioxidante de las fracciones obtenidas, espaaqifinite se estudiaron 3 etapas en

serie.

Materia prima

El aceite esencial de romero utilizado fue donadolp empresa PLATARIO
S.A. El mismo corresponde a la espeRieofficinalis,cosecha marzo de 2010, la cual
fue producida en Barreal, Calingasta, provinci&de Juan, 31° 40’ latitud Sur, 69° 29’

latitud Oeste, a 1650 m sobre el nivel del mar.

Composicion de extractos concentrados

Las composiciones de las fracciones de AER obtsradaartir de la operacion de
destilacion molecular fueron determinadas cromafagamente mediante un equipo de
cromatografia gaseosa Hewlett Packard HP 6890 etattr de ionizacion de llama
(FID) y columna INNOWax. El programa de temperateahorno fue: 2 °C/min desde
60 °C hasta 250 °C, permaneciendo 10 minutos #@58&! flujo del gas carrier @)
fue de 0,7 ml/min. La temperatura del inyector flee 250 °C y la temperatura del
detector 350 °C. La muestra se disolvié en hexaabwlumen inyectado fueul. La
identificacién de los componentes presentes emlesstras se realizdé por comparacion
de los tiempos de retencién de los picos de la trauesn el tiempo de retencion de los
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patrones. Las concentraciones relativas fuerorulealas de acuerdo al area de picos
dada por el integrador HP3398A.

Poder antioxidante de extractos concentrados

Para evaluar la actividad antioxidante del acegeneial de romero y las
fracciones obtenidas en la destilacion molecuksedecciond un método basado en la
capacidad de captacion de radicales libres, utitiaeel radical libore DPPHya que en
presencia de un antioxidante se reduce a DPPH-hhirdiyendo su absorbancia
espectrofotométrica. La técnica utilizada se bas@lemétodo utilizado por Brand-
Williams (1995) con modificaciones. Se preparar@titas soluciones en hexano, de
AER y de los destilados y residuos obtenidos dietdilacion molecular, 2 ml de estas
soluciones de distintas concentraciones (0,1 mg/60 mg/ml) fueron adicionadas a 2
ml de la solucion de DPPHen hexano (aproximadamente 0,9 UA — unidades de
absorbancia - a 515 nm). El tiempo de reacciénesermhind siguiendo la reaccion de
aceite esencial de romero y DPPEn hexano, se midi6 la disminucién de la
absorbancia de la muestra reaccionante cada lhdmglhasta alcanzar valores
constantes, determinandose este punto copet€ad de la reaccion. Se grafico la
absorbancia de la muestra reaccionante en funeidiedhpo expresado en segundos, la
muestra reaccionante tuvo una concentracion déeagséncial de romero en solucion
de DPPH de 12,9 mg/ml. El tiempo de reaccién entre cadastna evaluada y la
solucion de DPPHfue de 2 horas por considerar que la reacciéal@ de ese tiempo
alcanzé elplateay esto puede observarse en la Figura 3.24, dondgradica la
absorbancia de la muestra reaccionante en fun@btiemnpo expresado en segundos.
La absorbancia fue medida a temperatura ambientgnegspectrofotometro JascoV-
630. El blanco consistio en hexano y la soluciéncdetrol consistio en 2 ml de la
solucion de DPPHy 2 ml de hexano.

La capacidad de captacion de radicales libresdleiiada de acuerdo a:

% CRL: ((Ac — Aw)/Ac) * 100

Donde A, es la absorbancia de la solucion que contiene tnauastioxidante y

Ac es la absorbancia de la solucion de control.
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Para evaluar la capacidad de captacion de radildates se definié el valor &g
que es la cantidad de muestra que disminuye leeotracion de DPPHnicial al 50 %
expresada en mg/ml. Un valor alto desgE@dica una capacidad de captacion de
radicales libres débil mientras que un bajo valerE, indica que tiene una alta
capacidad de captacion de radicales libres. Enidar& 3.25 puede observarse la
ubicacién grafica del valor de B§& en la misma se grafica el % CRL en funcion de la

concentracion de la muestra.
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Figura 3.24: Absorbancia de la muestra de aceite esencialrdermen hexano de concentracion de 12,9
mg/ml en funcién del tiempo
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Figura 3.25: Determinacioén del valor de &
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3.3.3 Resultados
Ensayos para evidenciar la factibilidad técnica devaporacion

En estos primeros ensayos se fijaron algunas Vesiatle operacion menos
influyentes en la cantidad a destilar, con valdifpgos tomados de bibliografia y de
ensayos de puesta a punto del prototipo; asinlpgetura del condensador se mantuvo
constante a 2 °C, la temperatura de alimentacioma®uvo constante a 25 °C, la
temperatura de evaporacion fue de 27 + 1 °C yltzcidad del rotor fue de 200 rpm. El
objetivo de esta experiencia consistio en alcateavaporacion del 20 al 80 % del
aceite esencial de romero alimentado con el firoloener fracciones con distintas

concentraciones en los componentes principalesrésaidtados obtenidos se muestran

en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Resultados de ensayos de destilacion moleculdo¢Viotor: 200 rpm, Tevap=27°C,

Tcond=2°C).
N® Presion aliﬂgjrgt;:ién & %
ensayo (bar) (ml/min) Destilado Residuo
I 0,105 0,89 22,30 77,70
I 0,039 1,13 44,90 55,10
I 0,079 0,83 54,20 45,80
v 0,013 1,06 80,22 19,78

Al analizar la cantidad de destilado y de residbtenido en cada uno de los
cortes procesados por destilacion molecular, sdeatia la factibilidad técnica de
obtener distintas cantidades de destilado y resalumabajar a diferentes presiones
operativas.

En la Tabla 3.2 se muestran los resultados crom&atogs de los 5 compuestos
principales presentes en los destilados y residimsestas 4 experiencias. Los

componentes estan ordenados por orden de apagiciéhcromatograma.
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Tabla 3.2: Resultados de andlisis cromatografico a las magede destilado (D) y residuo (R) en cada expdeate destilacion molecular (1, II, 11y 1V).
Alimentacion Experiencia | Experiencia Il Experiencia lll Experiencia IV
F DI RI DIl RII DIl RIII DIV RIV

% obtenido 100,00 22,30 77,70 44,90 55,10 54,20 45,80 80,22 ,7819

Compuestos Composicion (% p/p)
a-pineno 12,31 22,89 9,28 18,86 6,97 18,05 5,51 13,21 8,66
canfeno 4,10 6,56 3,40 6,16 2,42 5,36 2,61 4,49 2,52
mirceno 23,70 31,24 21,54 30,08 18,50 28,51 18,00 27,60 978
1,8-cineol 19,22 10,07 21,84 21,07 17,71 17,00 21,84 22,34 76,5
alcanfor 11,75 5,45 13,55 6,34 16,16 5,61 19,02 12,17 10,05
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En las Figuras 3.26 a) y 3.26 b) se muestran lospooentes principales en

funcién del % D obtenido a partir de los ensaydstntas condiciones operativas.

3.26 a) 32

G ”
24
20

16+

% p/p

12

15 2 35 a5 55 65 75 & —O0— a-pineno
---{}--- mirceno
3.26b :
) 251 A\ 1,8-cineol

_____ V--- alcanfor

20+

154

% pl/p

104

15 25 35 45 55 65 75 85
% R

Figura 3.26: Composicion en % p/p de los diferentes compueasiasada etapa en funcién del porcentaje
de destilado obtenido para los destilados (D) @)26para los residuos (R) 3.26 b).
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Al analizar las graficas de las Figuras 3.26 a)363), se destaca que el 1,8-
cineol y el alcanfor comienzan a concentrarse edestilado a altos porcentajes de
destilado. Esta tendencia se corrobora con el cdampeéento de los residuos. El
alcanfor presenta un maximo en la figura del 19 #6les residuos, mostrando
claramente que a bajos porcentajes de evaporaeidonsentra y a altos se diluye.

En funcion de las concentraciones y la masa de fradeion obtenida en cada
ensayo, se determinaron los rendimientos porcesgu@ e indices de concentracion
(IC) referidos a la alimentacion de aceite de rantir acuerdo a lo siguiente:

N/ = ——100 (3.1)
, j_.F
Ic] = %100 (3.2)

14

Donde:

n{: rendimiento porcentual del componente i, en laieote j;

I¢/: indice de concentracién del componente i, en Ilderte j;

i: componentes identificados;

j: destilado (D), residuo (R);

w/: peso, en g, de la corriente j;

xl.": composicién del componente i, en la corriente j;

xF: composicion del componente i, en el aceite de roraémentado;

wF: peso, en g, de la corriente de alimentacion.

En la Tabla 3.3 se muestran los valores de rendiosegoorcentuales e indices de
concentracion para el conjunto de ensayos mostextzs Tabla 3.1.

Los indices de concentracion y rendimientos dectmmponentes mayoritarios,
mostraron ser dependientes de las cantidadesvesate residuo y destilado obtenidas

en la operacion de destilacion molecular.
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Tabla 3.3: Rendimientos porcentuales) e indices de concentracion (IC) de los compormsgnti@cipales en los destilados (D) y residuosd®)as diferentes

experiencias de destilacién molecular (I, II, 11I\).
DI RI DIl RII Dl RII DIV RIV
_ Na 41,46 58,57 68,79 31,21 79,49 20,51 86,08 13,92
a-pineno
Cla 0,86 -0,25 0,53 -0,43 0,47 -0,55 0,07 -0,30
_ s 29,40 70,61 56,99 43,01 65,21 34,79 93,42 6,58
mirceno
Clg 0,32 -0,09 0,27 -0,22 0,20 -0,24 0,16 -0,67
Nc 11,68 88,30 49,22 50,78 47,95 52,05 93,24 6,76
1,8-cineol
Clc -0,48 0,14 0,10 -0,08 -0,12 0,14 0,16 -0,66
Mo 10,35 89,64 24,23 75,77 25,86 74,14 83,09 16,91
alcanfor
Ib -0,54 0,15 -0,46 0,38 -0,52 0,62 0,04 -0,14
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Al analizar los rendimientos porcentuales en |aidelos de las experiencias |, 1l
y lll se observa que, en general, los compuestestgmen un mayor rendimiento,
(compuestos mas volatiles) son los que tienen m@rapo de retencion en la columna
cromatografica. Claramente el alcanfor pasa may@inente al destilado en la dltima
experiencia, a diferencia de 1,8-cineol que seddivya en las experiencias de
destilacion con similares cantidades de destiladesigluo, mientras mircenoaypineno
principalmente se van al destilado.

Los indices de concentracion negativos indican gme esa corriente el
componente se diluyo respecto de la alimentaciérev&lencia que-pineno y mirceno
se concentran en el destilado y alcanfor en alwesile las primeras 3 pruebas.

Con esta etapa de experiencias se concluye quedeadn de destilacion
molecular es factible de ser utilizada para sepgreoncentrar los componentes del

aceite esencial de romero.

Ensayos para determinar la influencia de variablesle la operacién de destilacion
molecular sobre la cantidad de destilado y su compiion.

Se realiz6 un andlisis para evaluar la correlaexistente entre el porcentaje de
destilado obtenido (% D) y las variables presion ajeracion (P) y flujo de
alimentacion (F) utilizando el entorno de prograitac Matlab. Los datos
experimentales se aproximaron con una ecuacién@ulal de grado 2.

En la Tabla 3.4 se muestran los ensayos realizaal@sdeterminar la influencia
de las variables presion de operacion y flujo dmeaitacion sobre la cantidad de
destilado y residuo obtenido expresadas como pt@jeede cantidad de destilado y
residuo en relacion de la cantidad alimentada.

Del analisis de las condiciones operativas se |egteterminar una correlacion
entre la cantidad de destilado obtenida (% D) dtéeren funcion de la presion de
operacion (P) vy el flujo de alimentacion (F). BrHigura 3.27 se muestra la superficie
generada mediante el ajuste y los datos experiteentha correlacién resultado del

ajuste se presenta a continuacion:

% D = 550 — 4,015 * P — 630,3 * F + 0,006526 * P? + 2,256 * P x F + 190,6 * F?
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La aproximacién ofrece muy buenos resultados, geelj&® del ajuste es 0,9959.

Tabla 3.4.: Experiencias analizadas para determinar la inflizethe condiciones operativas en la
operacion de destilacion molecular (Veloc. rot@0 2pm, Tevap.: 26 + 1 °C, Tcond.:2°C).

Presion  Flujo de alimentacion

(o] [0) 0
N®ensayo oy (ml/min) %D HR
1 78,8 0,89 22,30 77,70
2 59,2 0,83 54,20 45,80
3 29,2 1,13 44,90 55,10
4 9,8 1,06 80,22 19,78
5 20,0 1,38 25,20 74,80
6 30,0 1,52 21,40 78,60
7 45,0 1,15 12,30 87,70
8 45,0 1,18 19,88 80,12
9 45,0 1,10 19,46 80,54

M nnse
\\\\\\\\\\\\\\§§\§§§§\\\\

N
D NN \\\\§\\§\ N

N
NMhhnnns
Nhnh a a; e,
Mg
Ahink
ANannnen

P (Tom) F (ml/min)

Figura 3.27: Grafico de representacion de la superficie de @jdst porcentaje de destilado en funcion
de la presién de operacion y del flujo de alimeidtay datos experimentales.
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Se observa que la presion de operacion y el flgoatimentacion tuvieron
influencia en la cantidad de destilado obtenidanédida que disminuye la presion de
operacion y el flujo de alimentacion, se obtuvo aragantidad de destilado. Al
disminuir la presion, la temperatura de evaporadien los compuestos también
disminuy0, por lo que los mismos se evaporaronragor facilidad. Entonces, a una
temperatura de evaporacion constante disminuyemgoekion de operacion se obtuvo
mayor porcentaje de destilado. Por otro lado, dliciese el flujo de alimentacion, la
pelicula de aceite esencial de romero que descigoloi® la pared del evaporador es
mas delgada, produciendo una mayor superficie geactm, un mayor tiempo de
residencia y por lo tanto una mayor cantidad déeaegaporado. Con una disminucion

de estos dos factores el incremento del porcedéagiestilado fue mas marcado.

Ensayos de destilacion molecular en 3 etapas eniser

En esta etapa se trabajoé bajo la metodologia déagd@m en serie, debido a que
el objetivo fue obtener un fraccionamiento diferahcle la muestra a destilar, en
busqueda de diferencias en las capacidades aratiagilde las distintas fracciones. En
la primera etapa se alimentdé AER, mientras quéirtzeatacion de las etapas siguientes
consistié en el residuo de la etapa anterior. Skzegon 3 etapas, logrando 3 corrientes
de destilado y una corriente de residuo. El esquismesta configuracion de operacion
se representa en la Figura 3.28. La destilacioreakzé a temperatura de 12 °C y la
temperatura del condensador se fijo en 2 °C. Lisedites fracciones de destilado y
residuo obtenidas se analizaron por cromatografise@gsa y se les determind el
potencial antioxidante.

En la Tabla 3.5 se muestran las condiciones dpasatgn las que se llevo a cabo
cada etapa, los porcentajes de destilado y deuesiotenidos en funcion de la cantidad
alimentada en cada etapa % D/F y % R/F, respectinten Ademas se muestran los
porcentajes de destilado y residuo en funcion dedatidad de aceite esencial
alimentado en la primera etapa de la experienciaD/8ER y % R/AER,

respectivamente.
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D1 D2 D3

Aceitede
romero
—— > Etapat

4

EtapaZ2 Etapa3

W

. 1 L

R1 R2 R3

Figura 3.28: Esquema de la operacion de destilacion moleculsege en 3 etapas

Los valores de E£ del AER y de las muestras obtenidas como produdzds
destilacion molecular, destilados y residuos, sestran en la Tabla 3.6 junto con los
compuestos identificados en cada una de estasnasiest

Se observa que la operacion de destilacion mole@sdaviable para obtener
extractos enriquecidos en capacidad de captacioradieales libres. Los resultados
mostraron que el aceite esencial de romero tiena considerable capacidad
antioxidante y que esta se puede potenciar erolopuestos residuales.

Los valores de E£ en las muestras evaluadas sigue el siguiente créerente:
R3 <R2 <R1 < D1 < D3 < D2. Lo que indica que R3afraccion que tiene mayor
capacidad de captacién de radicales libres miemuas D2 es la que tiene menor
capacidad de captacion de radicales libres. ElrvddoEG, correspondiente al aceite
esencial de romero fue 4,1, valor intermedio elusevalores de E£g de los residuos y
los destilados.

Se encontré que el método para medir la actividatibddante mediante la
capacidad de captacion de radicales libres puadenga@eado para determinar el poder
antioxidante del AER. Los resultados mostraron gjugceite esencial de romero tiene

una considerable capacidad antioxidante.
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Tabla 3.5: Resultados de ensayos de destilacién moleculdo¢Votor: 200 rpm, Tevap.: 12°C, Tcond.:2°C)

Alimentacién Flujo Presién % D/AER % R/AER
o 0 0,
N° Etapa (F) (mil/min) (mbar) %% DIF p/lp % R/F plp olp olp
Aceite de romero
1 (AER) 1,11 58,5 7,60 92,40 7,60 92,40
2 R1 1,11 58,5 6,81 93,19 6,29 86,18
3 R2 1,45 48,5 5,30 94,70 4,56 81,55
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Tabla 3.6.: Composiciones y valores de &@el aceite esencial de romero y de las muesttasidlas de la destilacion molecular

Aceite de

romero D1 R1 D2 R2 D3 R3
ECso (Mmg/ml) 4,1 11,3 4,2 33,2 3,5 23,2 2,5
Componentes Concentracion % p/p
g-pineno 14,33 25,98 + 11,81 23,48 + 10,96 22,92 + 9,80
B-pineno 1,44 2,29 + 1,24 2,24 + 1,16 2,18 + 1,07
mirceno 6,43 8,87 + 5,62 9,40 + 5,34 9,28 + 5,05
limoneno 2,89 3,65 + 2,68 4,01 + 2,58 4,01 + 2,51
1.8-cineol 25,26 29,29 + 23,99 32,50 + 23,36 32,52 + 22,56
cimeno 3,83 4,43 + 3,60 5,00 + 3,50 5,05 + 3,39
alcanfor 18,22 8,30 19,90 + 11,23 20,53 + 12,15 21,36 +
linalol 2,43 0,00 2,78 + 0,75 2,93 + 0,84 3,10 +
B-cariofileno 2,54 0,00 3,21 + 0,00 3,44 + 0,29 3,59 +
a-terpineol 2,44 0,00 2,89 + 0,65 3,05 + 0,73 3,26 +

+Indica un incremento en la concentracion de estgponente en la fraccion analizada en comparadidniecalimentacion inicial.
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34 Conclusiones

Se ha desarrollado un equipamiento prototipo dBla&én molecular construido
en talleres nacionales, con la capacidad de sepamgvuestos de similares presiones de
vapor, y de alta termolabilidad. Se llevo a cabpuasta a punto del prototipo para la
aplicacion especifica bajo estudio en esta tesdiante la realizacion de diferentes
pruebas posteriores al montaje, y se realizaroio@es correctivas que se reflejaron en
una operaciéon mas sencilla y eficiente del equipo.

Se puede concluir a partir de estos ensayos prelnes que la presion de
operacion y el flujo de alimentacion influyen sobaecantidad de destilado producido
en la operacion de destilacion molecular. Ademsissecondiciones de operacion y el
porcentaje de destilado obtenido influyen en lasmmsiciones de las fracciones que se
obtienen.

La operacion de destilacion molecular es una operagfectiva para separar y
concentrar el AER. Se obtuvieron fracciones conanaapacidad de captacion de
radicales libres que el aceite esencial de romrtrabajar en varias etapas en serie,

estas fracciones enriquecidas en antioxidantesriues residuos.
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CAPITULO 4

Obtencion de fracciones concentradas

por destilacion molecular

En este capitulo se presentan los resultados d#limacion de la operacion de
destilacion molecular para obtener fracciones d#te@sencial de romero con mayor
capacidad antioxidante que el aceite mismo. Sezaeaha optimizacion de la operacion
de destilacion molecular con el fin de obtener ona@gor concentracion de compuestos
antioxidantes en las fracciones. Se determina fiaposicion de estas fracciones y, en
base a sus propiedades antioxidantes, se lasamdacon los grupos de componentes

activos.
4.1 Introduccion

En el mercado mundial hay una exigencia cada vemmaor el consumo de
productos naturales. No ajeno a esta tendenciaetstéierés por los antioxidantes
naturales en reemplazo de los antioxidantes sintéti

El AER es considerado un antioxidante natural. &imbargo, es muy dificil

atribuir el efecto antioxidante de un aceite esdran general ya que siempre contiene
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una mezcla de diferentes compuestos quimicos. €mntcompuestos principales y
compuestos minoritarios, y ambos pueden hacer on&ilsucion significativa a la
actividad del aceite esencial. Por estas compboas es que no ha sido determinado
con claridad a cual o cuales de los compuestosegtémn presentes en el AER se les
puede atribuir el potencial antioxidante.

Wang y colab. (2008) compararon la actividad amdiaxte del AER con la
actividad antioxidante de tres de sus principatesponentes: 1,8-cineal;pineno yp-
pineno. La actividad antioxidante fue determinadadiante la actividad secuestrante
del radical libre DPPHy por el método de blanqueo detaroteno. A partir de las
investigaciones realizadas infieren que la actividatioxidante en el AER es resultado
de una cooperacion entre sus constituyentes.

Las investigaciones referidas a la actividad armdemxte del AER son algunas
veces contradictorias y esta debilidad en las tigasones debe superarse comparando
el potencial antioxidante de diferentes sustratysnpétodos variados (Beretta y colab.,
2011).

Se han llevado a cabo varios trabajos de investigaen los que se comprobo la
eficacia de la operacion de destilacion molecularapel tratamiento de materiales
termolabiles de baja volatilidad. Sin embargo, ag muchos estudios realizados en la

aplicacion de la destilacion molecular para eldiagamiento de aceites esenciales.

4.2 Objetivo

El objetivo planteado para esta etapa de la tesioobtener fracciones mediante
destilacion molecular, enriquecidas en capacidatioxadante y relacionar la
composicibn de las mismas con dicha capacidad. Pelta se analizé
cromatograficamente la composicion de las fracgooen el fin de determinar la
distribucion de los componentes y se evaluo elrpidé antioxidante del AER y de las
fracciones obtenidas determinando la actividadestcante de radicales libres mediante
el radical libre DPPH
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4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Materia prima

El AER utilizado fue donado por la empresa PLATAREDA. El mismo
corresponde a la espedee officinalis, cosecha agosto 2011, la cual fue producida en
Barreal, Calingasta, provincia de San Juan, 31%%atidud Sur, 69° 29’ latitud Oeste, a

1650 m sobre el nivel del mar.

4.3.2 Metodologia de operacién de destilacion molecular

La operaciéon de destilacion molecular se realizéleguipo prototipo de pelicula
descendente descripto en el capitulo 3 de esta tesi

Se realizaron experiencias de destilacion molecbip la metodologia de
destilacion en serie en 4 etapas de destilaciota Brimera etapa se alimentd AER y se
obtuvieron dos fracciones, destilado y residuolasnetapas siguientes la alimentacion
consistid en el residuo obtenido en la etapa amtdfista metodologia de operacion se
representa esquematicamente en la Figura 4.1.

La temperatura del condensador se mantuvo constant2,1 °C, el bafio
refrigerante consistio en una mezcla agua-etaaoteinperatura de alimentacion se
mantuvo constante a 25 °C, la temperatura de eaeiparfue de 26 £ 1 °C, el flujo de
alimentacion se mantuvo en 1,10 + 0,05 ml/min yeicidad del rotor fue de 200 rpm.
La presiéon de operacion a la cual se realizé ctfmese disminuyé un 50 % respecto a

la etapa anterior.
4.3.3 Composicion de extractos concentrados
Las composiciones de las fracciones de AER obtsradaartir de la operacion de

destilacion molecular fueron determinadas cromafagamente mediante un equipo de

cromatografia gaseosa Hewlett Packard HP 6890 etettr de ionizacion de llama
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(FID) y columna INNOWax. El programa de temperatgahorno fue: 2 °C/min desde
60 °C hasta 250 °C, permaneciendo 10 minutos #@58&! flujo del gas carrier @)
fue de 0,7 ml/min. La temperatura del inyector flee 250 °C y la temperatura del
detector 350 °C. La muestra se disolvié en hexaabwlumen inyectado fueul. La
identificacién de los componentes presentes emlesstras se realizdé por comparacion
de los tiempos de retencion de los picos de la trauesn el tiempo de retencion de los
patrones. Las concentraciones relativas fuerorulealas de acuerdo al area de picos
dada por el integrador HP3398A.

434 Actividad secuestrante de radicales libres mediantel radical DPPH

Para evaluar la actividad antioxidante del AER g flacciones obtenidas en la
destilacion molecular, se utilizé el método basadola actividad secuestrante de
radicales libres. El radical DPPIue usado para determinar la capacidad de captacio
de radicales libres, ya que en presencia de umoxainte se reduce a DPPH-H
disminuyendo su absorbancia espectrofotométricatétaica utilizada fue la misma

gue se detalld en el capitulo 3 de la presents. tesi

435 Analisis estadistico de resultados

Los ensayos fueron realizados por triplicado, gerdenaron medias y desvios
estandares mediante el Software InfoStat, versioh2p (Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Universidad Nacional de Cordoba, dGda, Argentina). Se
determinaron diferencias significativas entre nmasstmediante ANOVA vy test
posterior LSD ¢= 0,05). Se analizaron relaciones entre varialf€3(y composicion
quimica) y tratamientos (diferentes destilados sidues obtenidos del proceso de

destilacion molecular) mediante analisis multivdoi@e componentes principales.
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Figura 4.1: Esquema representativo de la metodologia de dggtilanolecular en serie de 4 ete

R4
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4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Resultados de los ensayos de destilacibn molecular

Las condiciones operativas a las cuales se reatizdos ensayos de la
destilacion molecular y los resultados obtenidosnsestran en la Tabla 4.1. En la
misma se muestran los porcentajes de destiladorgsiguo obtenidos en funcién de
la cantidad alimentada en cada etapa, % D/F y % iR&pectivamente. Ademas se
muestran los porcentajes de destilado y residutureion de la cantidad de aceite
esencial alimentado en la primera etapa de la exméa, % D/AER y % R/AER,

respectivamente.

4.4.2 Resultados de la composicion de extractos concendias

En la Tabla 4.2 se muestran las concentracionéssdeacciones obtenidas por
destilacion molecular y del AER alimentado en lianpra etapa.

Los componentes se dividieron incluyéndose entogas a los que pertenecen,
siendo estos: monoterpenos hidrocarbonados (tespEn®0 carbonos), monoterpenos
oxigenados (terpenos de 10 carbonos en los qu@reagnte un atomo de oxigeno),
sesquiterpenos hidrocarbonados (terpenos de 16rm)y sesquiterpenos oxigenados
(terpenos de 15 carbonos en los que hay preserdoomo de oxigeno) y diterpenos
hidrocarbonados (terpenos de 20 carbonos).

Como puede observarse en la Tabla 4.2, las fraesicmriquecidas en
monoterpenos hidrocarbonados son D1 y D2, miemuasR4 es el que presenta la
minima cantidad de estos componentes. Todos latucssy los destilados D3 y D4
estan enriquecidos en monoterpenos oxigenadosothorlado las fracciones que
tienen mayor cantidad de sesquiterpenos hidrocadmeanque el AER son D4 y todos
los residuos. Todos los residuos presentan, ademdsguecimiento en los
sesquiterpenos oxigenados y en los diterpenosdadyonados.

En la Figura 4.2 se muestran los cromatogramag@ERl y de la fracciones D1

y R4 que permiten comparar la distribucion de lasgpales componentes.
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. a-pineno

1,8-cineol
..hexadecapentaene

mirceno

limoneno
cimeno

- alcanfor
cis-sabineno hidrato

* B-caryophyllene-epoxide
...tetramethyl-.

—PB-pineng canfeno
.. B-carriofileno
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Figura 4.2: Comparacion de cromatogramas de AER y algunassdedleciones obtenid:
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Tabla 4.1: Condiciones operativas y porcentajes de destilgaesiduos obtenidos por destilacion molecularadeite esencial de romero.

N° etapa Alimentacion (F) F(’;%srirc)')n % DI/F plp %R/F p/p & Dp//'gER %Rgﬁ‘)ER
1 Aceit&%‘%"mem 45,00 19,67+0,30 80,33+0,30 19,67+0,30 8&,3330
2 R1 22,50 20,24 +1,06 79,76+1,06 16,27 +0,91 0B4,0,62
3 R2 11,25 16,26 + 0,42  83,74+0,42 10,42+0,37 653,0,24
4 R3 5,75 14,89 +3,31 8512+332 7,99+181 458657
> D/IAER

54,35
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Tabla 4.2: Composicién quimica de las diferentes fraccioneaaddéte esencial de romero y las diferentes fraesmbtenidas por destilacion molecular

Concentracion (% p/p)

Compuestos
AER D1 D2 D3 D4 R1 R2 R3 R4
Monoterpenos 35,23 57,01* 40,47 29,09 16,11 27.68 18,96 9,47 377,
Hidrocarbonados
a-pineno 15,77+0,66 2868+028 1855+1,18 9,96+148 504+0,48 1085+2,68 6,46+1,00 3,17+0,32 2,60+0,03
canfeno 531+0,25 9,30+0,09 650+035 3,70+056 1,96+0,18° 3,87+0,88 2,46+0,4% 124+0,12 1,03+0,01
B-pineno 153+0,08 252000 1,99+007 1,22+0,14 0,67+0,08 1,21+023 0,84+01% 041+004 0,34+0,01
mirceno 565+0,18 8,05+00f 7,74+0,08 568+039% 2,92+005 4,91+083% 344+050 154+0,10 1,10+0,07
limoneno 2090+0,04 3,65+008 4,01+0,02 334+02% 2,07+008 276+035 226+032 1,20+0,09 0,92+0,04
cimeno 4,07+0,1%8 481+0,0% 569+002 519+0,38 345+0,09 4,08+05¥ 350+0,38 1,91+0,17 1,38+0,04
Monoterpenos 56,53 4274 55,00 68,41* 77.20* 61,01* 67,85 63,65  61,28*
Oxigenados
1,8-cineol 29,24+0,31 32,97+0,18 37,29+052 3424+1,30 22,77+0,46 27,07+2,35 2239+1,6% 13,75+1,09 11,33+0,18
alcanfor 20,33+0,24 8,81+0,14 1571+0,60 27,99+1,9% 40,35+0,44 24,88+0,47 31,91+1,01 31,88+2,28 29,56+ 1,09
linalol 256+0,18 050+0,00 1,02+018 3,17+070 6,34+005 3,32+03% 458+01%f 552+031 5,40+0,20
C'S;“Z"’r‘g;geno 135+008 020+000 042+008 121+028 276+002 1,70+028 246+003 328+0,16 352+021
a-terpineol 3,05+0,18 026+0,01 056+0,08 1,80+0,40° 4,98+0,1% 4,04+056 651+007 9,22+05 1147+1,.2%

Diferentes letras indican diferencia significatesala comparacion de medias, ANOVA y Test LSD Figlne=0,05).

* fracciones enriquecidas con respecto al AER émsaomponentes
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Tabla 4.2 (Continuacién): Composicién quimica de las diferentes fraccioneaadéte esencial de romero y las diferentes fraeso
obtenidas por destilacion molecular

Compuestos Concentracion (% p/p)
AER D1 D2 D3 D4 R1 R2 R3 R4
h%iz?::'rfgﬁzggz 2,60 0,11 0,24 0,90 2,71* 3,46* 5,03* 8,68 10,82*
B-cariofleno  2,60+0,0% 0,11+0,00 0,24+008 090+03% 2,71+0,0¥ 346+1,1% 503+098 868+044 10,82+0,41
Sesquiterpenos - oo 0,00 0,00 0,00 0,00 1,17 1,24 2,95* 3,68*
Oxigenados
B-cariofileno epoxi 0,95+0,18 0,00+0,00 0,00£0,00 0,00+0,00 000+000 1,17+082 1,24+048 295+092 3,68+057
" d%g%%r;‘%zos 1,72 0,00 0,00 0,00 0,00 2,27 2,38 6,08* 7,00
(6E,8E,10E)-
2,6,11,15-
Tetrametil- 1,72+0,33 0,00+0,006 0,00+0,00 0,00+000 000+0,00 227+158 238+1,23 6,08+1,88 7,00+1,34
2,6,8,10,14-
hexadecapentaeno

Diferentes letras indican diferencia significaterala comparacion de medias, ANOVA 'y Test LSD FRigtie=0,05).

* fracciones enriquecidas con respecto al AER émsesomponentes.
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443 Analisis de las concentraciones de extractos contetos

Los indices de concentracion (IC) y los rendimisrgorcentuales; referidos a
la alimentacion inicial de aceite de romero, se strae en la Tabla 4.3. Se resaltaron
los valores de rendimientos porcentuales superiakés) %, lo que indica que los
componentes se encuentran en mayor parte en esofr resaltada. También se
resaltaron los indices de concentracién positigas, indican que en esta fraccion los
componentes se encuentran concentrados respectiméntacion.

Se graficaron las concentraciones, rendimientoscenduales e indices de
concentracion de los componentes en todas lasseéapedo de evidenciar con mayor
claridad las tendencias encontradas. Las grafeakvalieron en destilados y residuos,
y a su vez en componentes mas y menos volatilesda ahe facilitar su interpretacion.
Estas graficas se presentan en el Anexo I.

Al analizar los indices de concentracion, presergdagh la Tabla 4.3 se observa
que los componentes mas volatilespineno, canfenop-pineno, mirceno, limoneno,
1,8-cineol y cimeno se concentraron en las fra@sode destilado de las primeras
etapas. En el alcanfor se observa un punto de gyigh que este compuesto y los de
menor volatilidad se concentraron en los destiladeslas ultimas etapas y en los
residuos.

Los compuestos menos volatiles presentaron unigcagmento en los indices de
concentracion en los residuos, llegando a valoee308 y 400 % respecto al aceite de
romero alimentado en la primera etapa; los renditageporcentuales fueron mayores
en los residuos, intensificados en las Ultimas astafgsto se debe a que este valor
depende de la masa obtenida en cada fraccion tpdes las etapas, se obtuvo mayor
cantidad de residuo que de destilado, y esto sawoyrogresivamente hasta la ultima
etapa.

Al analizar las concentraciones de los componestides residuos se observa que
los componentes mas volatiles disminuyeron su cdre@on con el avance de las
etapas, esto se debe a que se evaporaron en Haargwietapas, por lo que en los

residuos quedd menos cantidad de estos componentes.
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Tabla 4.3: Relaciones entre los compuestos de las fracciodes aceite esencial de romero

Compuesto XAER D1 D2 D3 D4 R1 R2 R3 R4
X 28,68 18,55 9,96 504 X 10,85 6,46 3,17 2,60

g-pineno 15,77 n 35,39 19,89 6,42 2,14 n 55,41 26,07 10,75 7,71
IC 81,86 17,63 -36,84 -68,04 IC -31,20 -59,04 -79,90 -83,51

X 9,30 6,50 3,70 1,96 X 3,87 2,46 1,24 1,03

canfeno 531 1 34,08 20,70 7,08 2,48 1 58,70 29,48 12,49 9,07
IC 75,14 22,41 -30,32 -63,09 IC -27,12 -53,67 -76,65 -80,60

X 2,52 1,99 1,22 0,67 x 1,21 0,84 0,41 0,34

B-pineno 1,53 n 32,05 21,99 8,10 2,94 n 63,70 34,93 14,33 10,39
IC 64,71 30,07 -20,26 -56,21 IC -20,92 -45,10 -73,20 -77,78

X 8,05 7,74 5,68 2,92 X 4,91 3,44 1,54 1,10

mirceno 5,65 n 27,73 23,17 10,21 3,47 n 69,99 38,74 14,58 9,11
IC 42,48 36,99 0,53 -48,32 IC -13,10 -39,12 -72,74 -80,53

X 3,65 4,01 3,34 2,07 X 2,76 2,26 1,20 0,92

limoneno 2,90 n 2449 23,38 11,70 4,79 n 76,65 49,59 22,13 14,84
IC 25,86 38,28 15,17 -28,62 IC -4,83 -22,07 -58,62 -68,28
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Tabla 4.3 (Continuacién): Relaciones entre los compuestos de las fracciodes$ aceite esencial de romero

Compuesto XAER D1 D2 D3 D4 R1 R2 R3 R4
X 32,97 37,29 34,24 22,77 X 27,07 22,39 13,75 11,33

1,8-cineol 29,24 n 2194 21,57 11,90 5,23 n 7456 48,72 25,15 18,12
IC 12,76 27,53 17,10 -22,13 IC -7,42 -23,43 -52,98 -61,25

X 4,81 5,69 5,19 3,45 X 4,08 3,50 1,91 1,38

cimeno 4,07 7 23,00 23,64 12,96 569 1 80,74 54,72 2510 15,86
IC 18,18 39,80 27,52 -1523 IC 0,25 -14,00 -53,07 -66,09

X 8,81 15,71 27,99 40,35 X 2488 3191 31,88 29,56
alcanfor 20,33 1 8,43 13,07 13,99 1332 ¢ 98,57 99,87 83,86 68,00
IC -56,67 -22,73 37,68 98,48 IC 22,38 56,96 56,81 45,40

X 0,50 1,02 3,17 6,34 X 3,32 4,58 5,52 5,40
linalol 256 1 3,80 6,74 1258 16,62 nq 104,45 113,84 11532 98,66
IC -80,47 -60,16 23,83 147,66 IC 29,69 78,91 115,63 110,94

X 0,11 0,24 0,90 2,71 X 3,46 5,03 8,68 10,82
p-cariofileno 2,60 n 0,82 1,56 3,52 6,99 ] 107,18 123,10 178,54 194,64
IC -95,77 -90,77 -65,38 423 IC 33,08 93,46 233,85 316,15
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Tabla 4.3 (Continuacion): Relaciones entre los compuestos de las fracciodetaceite esencial de romero

Compuesto XAER D1 D2 D3 D4 R1 R2 R3 R4

. . X 0,20 0,42 1,21 2,76 X 1,70 2,46 3,28 3,52
cis- sabineno

hidrato 1,35 n 2,88 5,26 9,11 13,72 ] 101,42 115,95 129,94 121,95

IC -85,19 -68,89 -10,37 104,44 IC 25,93 82,22 142,96 160,74

X 0,26 0,56 1,80 4,98 X 4,04 6,51 9,22 11,47

a-terpineol 3,05 q 1,66 3,10 6,00 10,96 q 106,68 135,81 161,67 175,89

IC -91,48 -81,64 -40,98 63,28 IC 32,46 113,44 202,30 276,07

X 0,00 0,00 0,00 0,00 X 1,17 1,24 2,95 3,68

B-cariofileno epoxi 0,95 n 0,00 0,00 0,00 0,00 ] 99,19 83,05 166,07 181,17

IC -100,00 -100,00 -100,00 -100,00 IC 23,16 30,53 210,53 287,37

(6E,8E,10E)- X 000 000 000 000 x 227 238 608 7,00
2,6,11,15-

Tetrametil- 1,72  q 0,00 0,00 0,00 0,00 q 106,29 88,05 189,05 190,34
2,6,8,10,14-

hexadecapentaeno IC -100,00 -100,00 -100,00 -100,00 IC 31,98 38,37 253,49 306,98
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Al analizar los rendimientos de los componentesosiresiduos se observa una
disminucién en los componentes mas volatiles cavahce de las etapas. El alcanfor
mostré un comportamiento distinto ya que en loglues 2 y 3 evidencié una mayor
concentracién que en los residuos 1 y 4 y su raedbm presentd un maximo en el
residuo 2 a partir del cual disminuy6. La compasicde los componentes menos
volatiles, en todos los casos, presentdé un maximel eesiduo 4. Se observa que los
rendimientos de los componentes menos volatilemsmesiduos fueron valores muy
grandes indicando que se encuentran en mucho magtdad en estas fracciones que
en al aceite esencial de romero del que se partio.

Los indices de concentracion evidencian que logpooentes que presentaron un
mayor aumento de concentracion en los residuosorfiuérs componentes menos
volatiles y a su vez en las Ultimas etapas, alecatwaindices de concentracion
superiores al 250 %. Los componentes mas volafiessentaron indices de
concentracion negativos, ya que en todos los dasosncentracion de los mismos en
los residuos fue inferior a la concentracion quesentaron en el aceite esencial de
romero. El alcanfor presenté un comportamiento laima los componentes menos
volatiles.

Los compuestos mas volatiles disminuyeron su cdra@in a medida que se
avanzo en el nimero de etapas de los destiladimsseslebe a que los componentes
mas volatiles fueron evaporados en mayor parteaguriinera etapa. Al analizar los
rendimientos de los mismos se evidencia este cdarp@nto, en la primera etapa el
rendimiento fue mayor. Los componentes 1-8 cineokiypeno presentaron un
comportamiento distinto; su composicion presenténdsimo en la segunda etapa, y el
rendimiento también fue maximo en estos dos puMitbalcanfor presentd un aumento
gradual de su composicion a lo largo de las etggasentando un maximo en la ultima
de ellas; analizando este comportamiento, se vesguesemejo al comportamiento de
los componentes menos volatiles, donde todos peesenel maximo de concentracion
en la ultima etapa. Esto se debe a que los compmenenos volatiles requieren
condiciones mas severas de vacio para evaporarsengs resistencias presentes, y
éstas se dieron en la ultima etapa. El rendimidetébs componentes menos volatiles

en los destilados también presentd un maximo edltlma etapa. El alcanfor, a
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diferencia del resto de los componentes presentm@aximo de rendimiento en los
destilados en la tercera etapa. Los indices deeotmracion, de los componentes mas
volatiles, a-pineno, canfenof-pineno y mirceno, presentaron su mayor indice de
concentraciéon en la primera etapa; limoneno, In8atiy cimeno, tuvieron un maximo
de indice de concentracion en la etapa 2 y los oaeiies menos volatiles presentaron
su maximo de indice de concentracion en la Ultirepae En muchos casos se
presentaron indices de concentracion negativos;ando que esos componentes se
encuentran menos concentrados en esa etapa quk aseite esencial de romero

alimentado a la primera etapa.

444 Actividad secuestrante de radicales libres mediantel radical DPPH

Los valores de Ef de las muestras evaluadas: AER y destilados yluesi
obtenidos en cada etapa de la destilacidbn mole@danuestran en la Tabla 4.4.

Del andlisis de varianza se encontré que el efeatamiento sobre la variable
analizada (E&) fue estadisticamente significativo con un p-valer0,0001. Es decir,
las diferentes muestras analizadas (AER, destilada®gsiduos) se diferenciaron
significativamente en sus valores desgCos resultados de la comparacion de medias
(test posterior LSD Fishe#=0,05) se muestran en la Tabla 4.4.

Las muestras de destilado D1 y D2 presentaron emlde EG muy altos y
lejanos con respecto al resto de las muestraszadal, indicando que estas muestras
presentaron menor actividad antioxidante.

Los residuos presentaron los menores valores dgigficando que los mismos
tienen un poder antioxidante mayor que el restaslenuestras analizadas. El residuo
que presentd mejores valores de sgEQue el residuo R4, que se diferencid
estadisticamente de los demas. Entre R3 y R2 noobservaron diferencias
significativas en los valores de EC

Bozin y colab. (2007) reportaron un valor cercaB@s¢ = 3,82 ul/ml) aunque

levemente inferior que el encontrado en esta pesi el AER .
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Tabla 4.4: Medias + desvios estandar desg@el aceite esencial de romero y de las diferéraesiones
obtenidas por destilacion molecular: destiladosyDgsiduos (R).

Muestra ECso (nl/ml) *
AER 4,39 + 0,07 D
D1 >100 G
D2 >100 G
D3 29,17 £ 0,22 F
D4 12,81 +£0,11 E
R1 3,20 £ 0,09 C
R2 2,35+0,04 B
R3 2,28 £ 0,08 B
R4 1,82+£0,10 A

*Diferentes letras indican diferencias estadistignificativas, ANOVA y test LSD Fisher, pata0,05 y DMS=
0,78680.

4.4.5 Andlisis de componentes principales

A partir de los resultados obtenidos del analisisaptacion de radicales libres se
procedio a realizar un analisis multivariado de ponentes principales para analizar la
relacion de este indicador de capacidad antioxéddet AER vy las fracciones obtenidas
de la DM con los componentes. Para realizar estlsanse clasificaron los valores de
ECso en niveles, segin se muestra en la Tabla 4.5.

En la Figura 4.3 se muestra el gréafico biplot reesld del analisis de componentes
principales. Los vectores representan los compesgegtlos puntos a las fracciones que
se obtuvieron por medio de la DM junto con los xedode EGy representados por
niveles. Entre las componentes CP1 y CP2 se exglli@d,5 % de la variabilidad de los
datos.

Al analizar la Figura 4.3 puede observarse que cla®ponentes que estan
agrupados entre si, por ejemplepineno, canfeno P-pineno, estan relacionados entre
si. Por otro lado cimeno, 1,8-cineol y limonenoaestelacionadosg-terpineol, -
cariofileno, p-cariofileno-epoxi 'y 6E,8E,10E-2,6,11,15-Tetram&i,8,10,14-

hexadecapentaeno; linalol y alcanfor también estiacionados entre si.
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10,04
MO alcanfor
50 MO linalol \
/o cimeno MH
D4 i
; 1,8-cineol MO
[ J D3 : 9 ] /o )
| | | R limoneno MH
MO cis-sabineno hidra ° ;

0,04 R3;
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Rig - ° AR T ——— o mirceno MH
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Figura 4.3: Biplot del analisis de componentes principalesaddilacciones obtenidas del proceso de destilaws@acular deAER: residuos (R1, R2, R3y R4) y
destilados: (D1, D2, D3 y D4) y de los distintogatés de Eiso para las concentraciones de los diferentes conmpesi®H: Monoterpeno hodrocarbonado, M

Monoterpeno oxigenado, SH: Sesquiterpeno hidrocethe, SO: Sesquiterpeno cenado, DH Diterpeno hidrocarbone
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Tabla 4.5: Niveles de valores de Egestablecidos

Nivel Rango de valores d&Cs,
1 0,00-1,0Qu/ml
2 1,01-2,0Qul/ml
3 2,01-2,5Qul/ml
4 2,51-3,0Qu/ml
5 3,01-3,5Qu/ml
6
7
8
9

3,51-4,0Qul/ml
4,01-5,0Qul/ml
5,01-20,0Qu/ml
20,01-40,0Qu/ml
10 >40,01ul/ml

Se observa que D1 se encuentra ligado a las mes @hcentraciones de
pineno, canfenof-pineno y mirceno y que, a su vez, presenta unmoneén las
concentraciones das-sabineno hidrato, linalol y alcanfor, que se entia@nubicados
en el extremo opuesto del gréafico; de la misma maampeiede analizarse D2 que
presenta las maximas concentraciones de limonef@cideol y cimeno y altas
concentraciones de mirceno. Por su lado D4 predasteoncentraciones maximas en
alcanfor y linalol.

R4 presenta las maximas concentraciones de los @wnfes menos volatiles
siendo la mayor de estas concentraciones tatéepineol. R3 esta muy ligado a R4, y
presenta composiciones muy similares. R1, R2 y &Efan ubicados cerca del centro
del gréafico, por lo que no presentan composicionxima de ninguno de los
componentes.

Se puede observar, ademas, que los mayores vdIEeE, (que indican menor
capacidad antioxidante) estan a la derecha deéfegly se asocian con valores altos de
mirceno, limoneno, 1,8-cineol, cimena-pineno, canfeno yp-pineno y estan
relacionadas con las muestras D1, D2 y D3. Los ooiptes alcanfor y linalol también
estan relacionados con altos valores degfGe asocian con la muestra D4.

Los valores mas bajos de gCcomponentes con mayor poder de captacion de

radicales libres, se asocian principalmente conposiciones elevadas @es-sabineno
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hidrato yo-terpineol, asociados con las muestras R3 y R4.a5tmse corrobora que las
fracciones de residuos se concentran en componentegoder antioxidante. Con este
analisis se concluye que los componentes que apeltpoder antioxidante al aceite
esencial de romero y a las fracciones enriqueciglaspoder antioxidante son,

principalmenteq-terpineol ycis-sabineno hidrato.

4.5 Conclusiones

En esta etapa se demostro que mediante la opemeidastilacion molecular se
pueden obtener fracciones enriquecidas en podexaante (capacidad de captacion
de radicales libres) a partir del aceite esen@atainero. Los residuos obtenidos en el
proceso de destilacibn molecular presentaron Ideresm de Eg mas pequefios,
demostrando que tienen elevada actividad antiotedasegun el analisis de
componentes principales realizado entre los valdeeSGo y los compuestos presentes
en las fracciones se concluye que los compuestessguasocian a mayor actividad
antioxidante en las fracciones analizadassterpineol ycis-sabineno hidrato, ambos

compuestos son monoterpenos oxigenados.
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CAPITULO 5

Estabilidad oxidativa de aceite de
girasol enriquecido con aceite esencial de
romero y fracciones obtenidas por

destilacion molecular

En este capitulo se presenta un estudio de edtabibxidativa evidenciando el
efecto preservante que tienen las fracciones @dtieagsencial de romero obtenidas por

destilacion molecular, adicionadas a una matridilga (aceite de girasol).
5.1 Introduccion

El girasol Helianthus annuus) es uno de los cuatro principales cultivos anuddes
semillas oleaginosas producidas en el mundo.

El aceite de girasol convencional es el aceite s@sumido en Argentina,
representando el 70% del consumo interno de a@&8AGIR, 2014). Dicho aceite, es
uno de los aceites vegetales disponibles mas $désdga que presenta alto porcentaje
de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), los cuplesien ser beneficiosos para la

reduccion de los niveles de colesterol en el hombre
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El aceite de girasol es una excelente fuente dmagrasos esenciales requeridos
por el cuerpo humano, siendo el acido linoleico dacellos (Bourre y colab., 1989).
Presenta un contenido de vitaminacEdcoferol) (45 mg por 100 g) superior al de los
principales aceites vegetales (Hui, 1996). Es ddopsin embargo, que la estabilidad
de los lipidos depende del grado de insaturaciosudeaceites. El aceite de girasol
comestible contiene grandes cantidades de acidmsogrinsaturados, especialmente
poliinsaturados, como el acido linoleico (18%), motivo que lo hace muy susceptible
a la oxidacion. La oxidacion lipidica de aceite®duce olores rancios, sabores
desagradables y decoloracién. Pero su principanveniente es que también produce
una disminucion de la calidad y la seguridad nignal del aceite debido a los
productos de degradacion producidos, resultandefectos nocivos sobre la salud
humana (Lercker y Rodriguez-Estrada, 2002).

Para retardar el deterioro oxidativo, se afademoxadantes a los aceites
comestibles, con el objetivo de mantener la caligaarolongar la vida util de los
mismos. En el mercado mundial, hay una demandaeatecen el consumo de
productos naturales. Por lo tanto, el interés dimxdantes naturales para reemplazar
los antioxidantes sintéticos esta aumentando cada d

Los antioxidantes naturales estan ampliamente piesen la naturaleza. Se los
encuentra mayoritariamente en el reino vegetamdéodo parte de semillas, frutos,
hojas, raices; de una amplia variedad de planths)e&, arbustos, hongos, etc. Las
principales fuentes de antioxidantes naturales &grcacao, especias, hierbas, aceites,
semillas, cereales, granos y frutas. Los antioxeanaturales presentan las siguientes
ventajas: (i) son aceptados por los consumidoiigsof considerados seguros; (iii) no
requieren pruebas de toxicidad y seguridad pardslacion; (iv) se obtienen de fuentes
naturales las cuales han sido utilizadas por ldapain durante cientos de afios para su
alimentacion; (v) aportan propiedades funcionalegganolépticas a los alimentos en
los cuales son aplicados (Sacchetti y colab., 2005)

Existen numerosos estudios acerca de la estabitidiadtiva de distintos lipidos
gue han sido adicionados con hierbas secas y sesiéaciales.

Martinez y colab. (2013) evaluaron el efecto deteggdo de antioxidantes

naturales y sintéticos sobre la estabilidad oxidatie aceite de nuez almacenado bajo
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diferentes condiciones. A las muestras de aceitaudz se les adicioné extracto de
romero, palmitato de ascorbilo y TBHQ. Las muesfisyon analizadas segun los
métodos de acidez, valor de peréxido, dienos ynddgeconjugados y valor de p-
anisidina. Para las muestras almacenadas en laidatuobservaron una importante
reduccion en la oxidacion lipidica de todas agseHadicionadas con antioxidantes
naturales o sintéticos.

Ozcan y colab. (2011) estudiaron el efecto antinxid de la adicion de aceites
esenciales de romero, clavo de olor y canela aesceéie avellana y amapola. La
actividad antioxidante de los aceites esencialegi&ierminada a través de la medicion
del valor de peroxido a intervalos regulares, agyerhdo que las muestras adicionadas
con aceites esenciales mostraron un mayor efetimxalante que aquellas de control
sin antioxidantes agregados. De los aceites esemaatudiados, el de canela resulté
ser el mas efectivo en el retardo de la oxidadjgidita de los aceites crudos, seguido
por el de clavo de olor y el de romero. Los autosegieren que la actividad
antioxidante observada podria estar relacionaddac@nesencia de timol, carvacrol y
eugenol en los extractos.

Olmedo y colab. (2013) estudiaron el efecto deatmstes esenciales de orégano y
romero sobre la estabilidad oxidativa y fermentatile queso saborizado preparado
utilizando como base queso crema. Estudiaron urestnraucontrol consistente en queso
crema sin aditivos, una muestra de queso cremalcagregado de aceite esencial de
orégano y otra con el agregado de aceite esereiandero. La estabilidad oxidativa de
las muestras fue monitoreada mediante el indigeedixidos y el valor de p-anisidina.
El resultado de la investigacion demostr6 que losites esenciales agregados
mejoraron la estabilidad oxidativa y fermentativel queso crema, previniendo su
oxidacion lipidica y el desarrollo de rancidez. @oroonsecuencia, estos aceites
esenciales, prolongarian la vida util del prodaetminado en el mercado.

Tsimidou y colab. (1995) estudiaron la actividatiatdante de aceite de caballa
con el agregado de hojas secas de orégano. El potieridante se midié en funcién
del indice de peroxido de las muestras estudiddasdicion de orégano inhibié la
oxidacion del aceite y se concluydo que su efectedpuser comparado al de

antioxidantes sintéticos como TBHQ y BHA.
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Singh y colab. (2008) analizaron la actividad aritiante y antimicrobiana de
oleorresina y aceite esencial de jengibre. La @ad/ antioxidante fue evaluada sobre
aceite de mostaza crudo mediante las técnicaditide peréxidos, p-anisidina, TBA
(&cido tiobarbitarico), FTC (tiocianato férricoDPPH.

Todas estas metodologias de evaluacién de podiExidante mostraron que
tanto el aceite esencial como la oleorresina posesyor poder antioxidante que el
antioxidante sintético BHA. En esta investigacioe sugiere que la actividad
antioxidante de los extractos de jengibre puederdetal efecto sinérgico de dos o mas

compuestos presentes en ellos.

5.2 Objetivo

En el Capitulo anterior se mostré que las fracdatelos residuos (componentes
mas pesados) obtenidos por destilacion moleculaseptaron mayor actividad
antioxidante que el aceite esencial de romero.olgtivo en este capitulo es el de
evaluar la estabilidad oxidativa del aceite desgif@nriquecido con fracciones de alto
poder antioxidante obtenidas mediante destilaci@tecular del aceite esencial de

romero.

5.3 Materiales y métodos

5.3.1 Materiales

Para los ensayos de almacenamiento se utilizéeadeitgirasol refinado, marca
"Natura" de AGD, General Deheza, Cérdoba, Argentina

El AER, variedadrosmarinus officinalis L., fue producido en Barreal, Calingasta,
provincia de San Juan, Argentina, ubicado a 31fatisd Sur, 69° 29'40" longitud
oeste, a 1650 metros sobre el nivel del mar y dsechado en agosto de 2011.

Las fracciones de AER son las obtenidas por degtilamolecular que se
detallaron en el Capitulo 4.
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5.3.2 Metodologia

Test de estabilidad oxidativa

Este test de oxidacion se realiz6 sobre muestragcdige de girasol refinado
enriquecidas con aceite esencial de romero y kscibnes obtenidas mediante la
metodologia de destilacidbn molecular que arrojdosrvalores mas significativos en el
test de captacion de radicales libres, mostradel eapitulo 4 de la presente tesis. Una
muestra de aceite de girasol sin la adicion dalif@sentes fracciones se utilizé como
control. Al mismo tiempo, el agregado de antioxtdamaturales (aceites esenciales y
diferentes fracciones) se comparo6 con el agregadmdantioxidante comercial (BHT).
El aceite esencial de romero y las fracciones sgoadron en una concentracién de
1000 ppm, mientras que el antioxidante comerciafsdié en una concentracién de
200 ppm, por ser la concentracion aceptada por¢éeligb Alimentario Argentino
(2001). Todos los ensayos y determinaciones seaeah por triplicado. Un volumen
de 8,5 ml de cada una de las muestras fue coloeaddubos de ensayo y se
almacenaron a 23 °C (temperatura ambiente) popetiodo de 115 dias. Las muestras
fueron extraidas sin reposicion en tiempo 0, 5,265,46, 65 y 115 dias de iniciado el

ensayo. La identificacion de las muestras seldetatontinuacion:

AG: Aceite de girasol;

AGAER: Aceite de girasol enriquecido con aceitenes®d de romero;

AGR1: Aceite de girasol enriquecido con la fraccom residuo de la etapa 1 de las
destilaciones efectuadas en serie de 4 etapas;

AGR4: Aceite de girasol enriquecido con la fraccoln residuo de la etapa 4 de las
destilaciones efectuadas en serie de 4 etapas;

AGD4: Aceite de girasol enriquecido con la fracca destilado de la etapa 4 de las
destilaciones efectuadas en serie de 4 etapas;

AGBHT: Aceite de girasol enriquecido con antioxittaoomercial BHT.
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. Andlisis quimico de las muestras almacenadas

Para evaluar la oxidacion de las muestras y ssguavolucion en el tiempo cada
muestra fue sometida a los siguientes analisis igofit(realizados cada uno de ellos
por triplicado):

+ Indice de Perdxido: Este indicador fue evaluadacleerdo al método 28.022
de la AOAC (1995). Se disolvieron 5 g de cada nmaesth 30 ml de una solucion de
acido aceético-cloroformo preparadas en una propor8i2 v/v respectivamente. Se
adicionaron 0,5 ml de una solucién saturada deSkKldejo reposar durante 1 minuto.
Luego se agregaron 30 ml de agua destilada y segida titular con una solucién 0,1
N de tiosulfato de sodio. Como indicador del puimal de la titulacion se utiliz6 una
solucion de almidon al 1% m/v. El valor de india meroxidos de cada una de las
muestras se determind de acuerdo a la siguienéeiéc

S.N.1000

IP (meqO,/Kgmuestra) = -

Donde:

IP: indice de peroxidos

S: Volumen en ml de solucidn de tiosulfato de sadilizado en la titulacion.

N: Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio

m: masa en g de la muestra utilizada

« indice de dienos vy trienos conjugados (DC y TCpeetvamente): 0,2 g de
cada muestra de aceite se disolvieron en 6 mlltexano. La absorbancia de los dienos
conjugados se midi6 a 232 nm y la de los trien@6& nm en un espectrofotébmetro
(UV-V Espectrofotdmetro con arreglos de diodos HtMPackard HP 8452 A, USA),
usando como blanco n-hexano. El resultado se ilf@omo el coeficiente de extincion
de la muestra E (1%, 1cm) (COI, 2001).

. Analisis estadistico del test de estabilidad oxidiaa

Todos los experimentos fueron realizados en tresticones. Se realizé analisis

de varianza para evaluar el efecto de los tratdosey el tiempo de almacenaje sobre
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los valores de indices de peréxidos, dienos ydsaronjugados, utilizando el software
estadistico InfoStat. Se seleccionaron como vasaldependientes el indice de
peréxidos, dienos y trienos conjugados y se fijazomo variables de clasificacion el
tiempo y tratamiento. Al modelo se incorporé laemtcion tiempo*tratamiento,

guedando planteado de la siguiente manera:

Yije=u+a+7+¢&;+Vik

donde:

Y; j k- respuesta que brinda el programa al analisisdanza, para IP, DC y TC.

u: media general

a;. efecto del tiempo sobre la respuesta

7;: efecto de cada uno de los tratamientos (muestraszadas)

g; ;. efecto de la interaccion tiempo*tratamiento (eaeperimental)

Yij k. €rror de muestreo

Las diferencias significativas entre medias serdetaron mediante test posterior
LSD, para un nivel de significatividad= 0,05.

Luego se realizaron analisis de regresion para cadable quimica (IP, DC y
TC) en funcién del tiempo de almacenaje de cadanianto. Se utilizo el modelo
lineal simple: y =0 + B1x, donde 'y’ fue la variable dependiente (IP, DTC); y X'
fue la variable independiente (tiempo). Se compardos valores de las pendientes de
las rectas de regresidon mediante ANOVA vy test postdSD (@ = 0.05) para

determinar cuales fueron los tratamientos con nesnt@ndencias de deterioro.
5.4 Resultados y discusion
54.1 Test de estabilidad oxidativa
En las Figuras 5.1, 5.2 y 5.3 se presentan lasieioles del IP, contenido de DC

y de TC, respectivamente, analizados durante edadmaje a 23 °C de las muestras AG,
AGAER, AGR1, AGR4, AGD4 y AGBHT.
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indice de peroxidolLos valores de IP obtenidos durante el almacead}8 °C

(Figura 5.1) presentaron tendencia creciente ecidardel tiempo en todas las muestras
a partir del dia 15, es decir que todas ellas exoifni algun grado de peroxidacion
durante este periodo de almacenaje. Esta tendreisignificativamente mayor (p <
0,05) en la muestra de aceite de girasol (conta) respecto a las muestras que se le
adicionaron los distintos compuestos (BHT, aceiseneial de romero y sus
concentrados AGAER, AGD4, AGR1 y AGR4). La muesfug presentdé menor valor
de IP en todo el almacenamiento fue AGBHT y la guesentd el mayor IP fue la
muestra AG. Todas las muestras mostraron difererggnificativas a 115 dias de
almacenamiento; el orden creciente de valores dadPAGBHT < AGR4 < AGR1 <
AGAER < AGD4 < AG. Estos resultados reflejaron okfecias de estabilidad entre las
muestras de aceite frente a los procesos de pamdid Se observo el efecto protector

de las distintas fracciones de residuo y del AERagmuestras.

45,
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2 —©—AGBHT
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£ 20 *--AGR4
—_— -x ...... AGAER
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Figura 5.1: Evolucioén de los valores de IP de AER, distintasdiones del mismo y antioxidante BHT
sobre una matriz de aceite de girasol mantenidd°€2durante 115 dias.
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Dienos conjugadosTodas las muestras presentaron diferenciadisafnras (=

0,05) en los valores de DC durante el almacenami@igura 5.2). Se observé similar
comportamiento al IP. Los valores de DC més altesoin para la muestra control (AG)
y los valores mas bajos fueron para la muestraB¢th (AGBHT). Los valores de DC
se incrementaron durante el almacenamiento: de -311%18 en AG, 3,16 - 9,83 en
AGD4, 3,14 - 9,07 en AGAER, 3,14 - 7,99 en AGR1,63; 7,00 en AGR4 y 3,14 -
5,90 en AGBHT. EIl orden creciente en los valoresDde fue AGBHT < AGR4 <
AGR1 < AGAER = AGD4 < AG.

14

——AG
—O—AGBHT

DC (E 1%, 232nm)

0 20 40 60 80 100 120
Dias

Figura 5.2: Evolucion de los valores de DC de AER, distintasdiones del mismo y antioxidante BHT

sobre una matriz de aceite de girasol mantenidd°€2durante 115 dias.

Trienos conjugados ElI contenido de TC se incrementd durante el
almacenamiento: 1,85 - 4,99 en AG, 1,86-3,62 en BRAL,85 - 3,29 en AGD4, 1,86 -
2,91 en AGR1, 1,86 - 2,24 en AGR4 y 1,85 - 2,05A€BHT (Figura 5.3). Las
muestras AGR4 y AGBHT mostraron incremento insigarite durante el almacenaje.
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La muestra AG (control) presentdé los valores mawsalde TC durante el

almacenamiento.

—B—AG
—O—AGBHT
/-~ AGD4
....... v AGR 1
---4--- AGR4
--X--- AGAER

TC (E 1%, 268nm)

0 20 40 60 80 100 120
Dias

Figura 5.3: Evolucion de los valores de TC de AER, distintasdiones del mismo y antioxidante BHT

sobre una matriz de aceite de girasol mantenidd°€2durante 115 dias.

En general, se observo un incremento de las vasahplimicas durante el tiempo
de almacenamiento en todas las muestras. Las @msielgtiraceite de girasol con BHT y
con las fracciones residuales (AGR1 y AGR4) mostranenores valores de IP, DC y
TC que las muestras con aceite esencial de romérs gestilados. Lo cual indica el
mayor efecto antioxidante del BHT, AGR1 y AGR4 teea |la oxidacion del aceite de
girasol.

Olmedo y colab. (2008) estudiaron el efecto antiamte de los aceites esenciales

de laurel, de orégano y BHT sobre la estabilidddrdai frito salado. La adicién de los
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aceites esenciales al producto mostré una actiadéidxidante similar. A su vez, se le
otorgd una mayor vida util al mani frito salado.

Nieto y colab. (2010) examinaron la influencia @stdados a partir de la hoja de
romero, en la dieta de ovejas prefiadas, en laileddaba la oxidacion, propiedades
sensoriales y microbiologia de la carne de cordelmacenado en atmoésfera
modificada. La carne de los corderos de las owajagentadas con destilado de hojas
de romero presentaron niveles mas bajos de: oxidade lipidos, de recuentos
microbioldgicos totales y una mayor estabilidad ador durante los 21 dias de

almacenamiento en envases con atmosfera modificada.

Andlisis de regresion lineal

Con los resultados obtenidos de las variables gasrnén funcion del tiempo de
cada muestra (AG, AGAER, AGR1, AGR4, AGD4 y AGBHa )23 °C se realizaron
andlisis de regresion utilizando un modelo linéadpde, considerando como variables
dependientes las variables quimicas (IP, DC y T@)fiencion de la variable
independiente tiempo de almacenaje. Los coefictederegresion se muestran en la
Tabla 5.1.

Las variables relacionadas con la oxidacién lgad{lP y DC) mostraron
pendientes positivas, lo que indica un aumentalinen el tiempo de almacenamiento.
En el caso de TC las muestras AGR1, AG, AGD4 y ABAEambién presentaron
pendientes positivas. BHT y R4 exhibieron los vesomas bajos de’Rvalores de
0,457 y 0,269.

Los andlisis de regresion para la variable IP taga con R > 0,98 para todos
los tratamientos, indicando muy buen ajuste delefwodon los datos experimentales.
Por lo tanto, esta ecuacion de regresion se pudldmmupara predecir el efecto del
tiempo de almacenamiento a 23 °C en los aceitegirdsol. Ademas, esta variable
mostro diferencias significativas en las pendiedi&segresion entre las muestras. Las
muestras AG y AGD4 tuvieron la mayor tasa de inenaim de IP (mayores pendientes)
al ser comparadas con los otros productos. Estaidra de destilado mostré6 menor

capacidad antioxidante que las fracciones de residAdemas, AGBHT mostrd la
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menor pendiente. Estos resultados indican que BHAdsyesiduos R1 y R4 poseen
mejores propiedades antioxidantes que el aceiterdero y el destilado (D4).
En cuanto a los DC y TC, las muestras AG y AGD4traosn las mayores tasas

de incremento para estas variables que las otrastras.

Tabla 5.1: Coeficientes estimadds y p1, y R del andlisis de regresion lineal simple para &gables
IP, DCy TC en funcién del tiempo de almacenajéadenuestras analizadas.

Variable Coeficientes de regresion lineél
dependiente Muestra Bo B * R2
AGBHT 0,53695 0,18259 a 0,987
AGR4 -0,12733 0,23249 b 0,984
AGR1 0,46433 0,24963 bc 0,993
" AGAER -0,01202 0,27823 cd 0,982
AGD4 0,72973 0,30563 d 0,989
AG 1,18300 0,34150 e 0,997
AGBHT 2,91034 0,02642 a 0,806
AGR4 2,87534 0,03664 ab 0,831
AGR1 2,93000 0,04541 bc 0,862
- AGAER 2,99168 0,05463 c 0,864
AGD4 3,08847 0,06194 c 0,886
AG 2,94538 0,09165 d 0,901
AGBHT 1,67600 0,00302 a 0,457
AGR4 1,71061 0,00300 a 0,269
AGR1 1,62800 0,00902 b 0,669
Te AGAER 1,76254 0,01215 bc 0,783
AGD4 1,73483 0,01658 c 0,825
AG 1,71622 0,02637 d 0,883

*Coeficientes de regresion para la ecuacion gemralegresiony = g, + f;.x, donde y = variable
dependiente (IP, DCy TC) y x = variable indepentigdias de almacenamiento).

*Diferentes letras indican diferencias significasventre las pendientes de las regresiones linpatas
las distintas variables, ANOVA y test posterior LED=0,05).
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Segun el Codigo Alimentario Argentino (2001), elelimaximo de IP permitido
para los aceites comestibles es de 10 rggOEste valor limite puede ser utilizado
para determinar la vida util del aceite de girasmh el agregado de los diferentes
compuestos. En la Tabla 5.2 se presenta el tiermpodgbe transcurrir para alcanzar
este valor de 10 meg®g para cada muestra y se muestra la relacioe &drdias de
vida util del aceite de girasol con el agregadcatta muestra y los dias de vida util del
aceite de girasol sin agregado.

Tabla 5.2: Vida util del aceite de girasol con el agregaddedalistintas muestras.

Muestra Vida util Relacion de
(dias) vida atil*

AG 55 1,00
AGD4 63 114
AGAER 70 1,29
AGR1 78 142
AGR4 87 157
AGBHT 107 1,03

*Relacion entre los dias de vida util del aceiteg@tasol con el agregado de cada muestra y losd#ias
vida util del aceite de girasol sin agregado.

Con el agregado de AER se mejoro la vida util deita de girasol logrando un
aumento de la misma en un 29 %, mientras que cagregado de los residuos, R1 y
R4 se obtuvieron aumentos del 42 y 57 % respectangan ambos valores muy
superiores al del AER siendo el de R4 aproximad&neindoble del de AER. El aceite
de girasol adicionado con BHT casi duplicé la vidiadel aceite de girasol.

Estos resultados pueden ser integrados con losagéulo anterior, los residuos
obtenidos en el proceso de destilacion molecuksgtaron los valores de &£§ de IP
mas pequefos, demostrando mayor poder antioxidparaeel AER y los destilados.
Segun el analisis de componentes principales esdientre los valores de kG los
compuestos presentes en las fracciones se congligydos compuestos asociados a
mayor actividad antioxidante en las fraccionesiaadas som-terpineol y cis-sabineno

hidrato, ambos compuestos son monoterpenos oxigenad
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En concordancia con estos resultados, Bozin y cq@07) determinaron los
componentes de aceite esencial de romero (AER)salia (AES), y sus actividades
microbiolégicas y antioxidantes. La actividad axii@nte fue evaluada como la
capacidad de captacion de radicales libres (CR}pjcon el efecto de la peroxidacion
lipidica (LP). ElI AER contenia principalmente magpenos hidrocarbonados:
limoneno (21,7 %) y alfa-pineno (13,5 %); monotageeoxigenados: alcanfor (21,6 %)
y cis-linalol éxido (10,8 %). Ademas contenia bainés,2 %), canfeno (3,9 %),
sabineno (2 %), 1,8-cineol (2,1 %pyterpineol (1,9 %). Los valores de gg@ara estas
muestras fueron 3,82 pl/ml para el AER, 1,78 ulara el AES y 5,37 pl/ml para el
antioxidante comercial BHT. En el trabajo destagae los componentes mayormente
responsables de la neutralizacion de los radicBlB®H son los monoterpenos
oxigenados y la mezcla de sesquiterpenos carbonados

Beretta y colab. (2011) estudiaron el AER produ@dd3 momentos distintos de
cosecha del mismo (en la floracion, después deracion y en estado vegetativo), por
diferentes métodos antioxidantes. Ademas sepaemdnacciones el AER a partir de
extracciones sobre una fase sélida con difererdk®rdes. El poder antioxidante lo
determinaron mediante la técnica de captacionatital libre DPPH y mediante el
contenido de Fe reducido usando el ensayo de Eddicalteau y el método de azul
Prusia y midiendo la actividad anti-lipoperoxidanteediante el método TBARS. Al
determinan el poder antioxidante de las tres vadesd de AER, la que presentdé mayor
poder antioxidante fue el AE producido a partirrdenero cosechado en la etapa de
floraciéon. La composicién de estas tres variedfaeslistinta entre si. Al fraccionar los
AER obtuvieron: la fraccién 1, eluida con n-pentagoe presentd monoterpenos no
oxigenados; la fraccion 2, producto de la eluciéon a-pentano/dietiléter 95:5, que
presentd cetonas, ésteres y residuos de monotsrpen@xigenados; la fraccion 3,
eluida con dietiléter, que contuvo éteres y aloeho(l,8-cineol, borneol, linalol,
terpinen-4-ol, o-terpineol, 6-canfenol, geranil alcohol, carveolsopulegol,
dihidrocarveol), ademas de fenoles (carvacrol yking residuos de cetonas, y al eluir
la muestra con etanol, fraccion 4, no se recuperespecies polares. Las fracciones 1y
2 de las 3 variedades de aceites esenciales amojalores no legibles o muy pequefos
de actividad antioxidante. La fraccion 3 si preSeattividad antioxidante, siendo la
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variedad producida en la etapa de floracion lagpesentd mayor poder antioxidante.
Los autores atribuyen el poder antioxidante a leses, alcoholes y compuestos
fendlicos presentes en el AER obtenido a partiladetapa de floracién de la planta de

romero.

5.5 Conclusiones

Los resultados del presente trabajo muestran qaditadon de las fracciones de
aceite esencial de romero, obtenidas mediantdat@8ti molecular, al aceite de girasol
mejora la estabilidad del producto previniendo ldacion de los acidos grasos
insaturados.

Las fracciones de residuos presentaron los memaiteses de IP, DC y TC, lo
gue demuestra su mayor actividad antioxidante.

Dichas fracciones podrian ser utilizadas como aitémte natural,
incrementando la vida util, mejorando la estabilida previniendo la pérdida de la
calidad sensorial y nutricional de este tipo dedpobos alimenticios de alto contenido
de lipidos.
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CAPITULO 6

Modelado de la destilacidn molecular
de aceite esencial de romero mediante

Redes Neuronales Artificiales

En este capitulo se presentan los resultados ddElado de la operacion de
destilacion molecular utilizando redes neuronalgfficéales. Se han utilizado los
resultados obtenidos de los ensayos de destilanidiecular llevados a cabo para
obtener distintas fracciones de aceite esencialodero. Mediante la aplicacion de
redes neuronales artificiales se realiza la prétticdel porcentaje de destilado obtenido
en funcion de las condiciones operativas, pres@womkracion y flujo de alimentacion

en la operacion de destilacion molecular.
6.1 Introduccion tedrica
La Inteligencia Artificial es una rama en la ciencia de la computaciéon, de

reciente aparicion, que intenta descubrir y descagpectos de la inteligencia humana

gue pueden ser simulados mediante maquinas.
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Las Redes Neuronales Artificiales(ANN por sus siglas en ingléArtificial
Neural Network se corresponden con un area de estudio dentria dieteligencia
Artificial y pueden entenderse como una forma delanciertas caracteristicas propias
de los humanos, como la capacidad de memorizamgagar hechos (Fausett, 1994).

El humano es capaz de resolver situaciones cormsplejadiante lo que
comunmente se conoce como experiencia. Se llamarierpia a toda ensefanza
adquirida por medio de acontecimientos transcusrelo el pasado como, por ejemplo,
la capacidad del ser humano de reconocer objetdgante el recuerdo y asociacion de
patrones aprendidos tiempo atras.

De esta manera una forma de aproximarse al proltensste en la construccion
de sistemas que sean capaces de reproducir laidagpacumana de emplear la
experiencia en la resolucion de problemas complejos

Las Redes Neuronales no son mas que un modelwialty simplificado del
cerebro humano, que es el ejemplo mas perfecte@uaéspone para un sistema que es
capaz de adquirir conocimiento a través de la éxpea.

Una red neuronal es un nuevo sistema para el tiettorde la informacion, cuya
unidad béasica de procesamiento esta inspirada eeéllda fundamental del sistema
nervioso humano: la neurona (Quantrille y Liu; 198tkertz y colab., 1993; Bishop,
1995; Hilera y Martinez, 1995; Randall y colab.0@p

Las caracteristicas especiales de los sistemasrdputacion neuronal permiten
gue esta nueva técnica de célculo sea utilizadmarextensa variedad de aplicaciones.
A continuacion se presentan conceptos basicosorkins a las Redes Neuronales. Se
presentan aspectos generales como las caractgigtincipales que definen una red
neuronal, las arquitecturas conocidas, las funsialee activacion y los algoritmos de
entrenamiento.

Se abordara un tipo de red neuronal en particubanominadofeedforward
backpropagatiorya que este modelo sera el empleado en la repaegamide los datos

experimentales obtenidos en el proceso de desitilamdlecular del AER.
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6.1.1 Conceptos basicos de las redes neuronales

Una ANN es un sistema de procesamiento de infodnague tiene ciertas
caracteristicas en comun con las redes neuronalégibas (Fausett, 1994).

Las ANN han sido desarrolladas como una generabzaace modelos
matematicos que emulan el funcionamiento del cerdtumano en los siguientes
aspectos:

v' El procesamiento de la informacién no se realizauea Unica unidad de
procesamiento si no que ocurre en multiples elemsesitnominadoseuronas

v Las sefiales se pasan de neurona a neurona ademr@aces de conexian

v' Cada enlace entre neuronas tienepasoasociado, el cual, en una red tipica,
multiplica la sefal transmitida.

v' Cada neurona aplica ufiancién de activacion(usualmente no lineal) a la suma
de sus entradas ponderadas por los pesos paraihetela sefial de salida.

Una red neuronal consiste de un gran numero deeele de procesamiento
simple, llamados neuronas, unidades, celdas o n@#ma neurona se conecta a otra
por medio de enlaces de comunicacion y cada etiiwe asociado un determinado
peso. Este peso representa la informacion quesea atilizada por la red para resolver
el problema.

Cada neurona tiene asociado un estado denominail@acaan o nivel de
actividad el cual, a su vez, es funcion de susadaf. Es importante destacar que una
neurona puede enviar solamente un estado o niveligho tiempo a una o mas
neuronas.

Al considerar una neurona que ocupe la posi&identro de una determinada
arquitectura, como la ilustrada en la Figura 6.1observa que recibe informacion
proveniente de sus entradas. Cada valey puede tratarse de un valor de entrada a la
red neuronal o bien de la salida de una neuror@pas anteriores. Esto dependera de
la arquitectura y la posicién de kaésimaneurona dentro de la red. Los pesgs

representan la relevancia de-Esimaconexion de l&-ésimaneurona.
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Figura 6.1: Esquema de una neurona

Cadak-esimaneurona combina cada entraglaon sus correspondientes pesps

determinando una salida descripta por:

n

Ve =X. W= inwl- (6.1)

i=1

El resultado de esta ecuacion representa la entragi@a funcion denominada
funcién de transferencia. La seccion 6.4 detallgursds de las funciones de
transferencia comunmente empleadas.

La eleccion de la funcion de transferencia reptesemo de los parametros
fundamentales del disefio de la red neuronal. Lasidoes de transferencia mas
comunmente empleadas son: funcion lineal, sigmoisiganoidea logaritmica, umbral
y gaussiana.

De suponer, por ejemplo, que la neurarse conecta a dos neuromasy m, a
través de dos conexiones cuyos pesos\gom Vo, respectivamente, se establece la

arquitectura mostrada en la Figura 6.2.

Figura 6.2 Conexién entre neuronas
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El nivel de activacion de la neuroma no sera igual al de la neuroma debido a
gue es altamente probable que los pesos de lagionesv; y v, sean diferentes. La
salida de la neuronay, estara dada por la suma de las entradas multipkcpor los
pesos de las conexiones, y procesadas con unandetda funcion de activacion.

Para definir el comportamiento de la red los pekokas conexiones de todas las
neuronas se ajustan mediante métodos denomiaégltmos de entrenamiento

Este ejemplo presenta una primera idea de comaaghaeuronal se caracteriza
por:

a) Arquitectura de la red: patron de conexion entre cada neurona

b) Algoritmo de entrenamienta. Método por el cual se ajustan los pesos de las
conexiones entre neuronas

c) Funcién de activacion Funcion lineal o no lineal con que cada neurona

responde ante los estimulos en las conexiones ic@asocomo entradas.

6.1.2 Similitudes con las redes neuronales bioldgicas

Existe una analogia cercana entre la estructurandeneurona biolégica y el
elemento de procesamiento de una ANN.

Una neurona biologica tiene tres tipos de comp@seqtie tienen un particular
interés en el entendimiento de una red neuron&ddi@a. Tal como se pueden ver en la
Figura 6.3 estas son: Dendrita, Soma y Axon.

Las mdultiples neuronas reciben sefiales de otrasom&sl Estas sefiales se
corresponden con impulsos eléctricos que son tisides a través del axén y las
dendritas hacia otra neurona.

v' El soma, también llamado cuerpo celular, suma ¢dmles que ingresan a
través de todas las dendritas. Cuando la sumasdsefsales de la entrada llega a un
determinado nivel la célula se enciende y transomite sefial a través del axdn hacia las
neuronas vecinas. Los elementos de procesamianibenemdultiples sefiales de entrada.

v’ Las sefales pueden ser modificadas por un pesorerutona receptora.
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v Los elementos de procesamiento suman las ent

v/ Bajo determinadas circunstancias (suficiente ndeslentrada), las neuror
transmiten una salida.

v La salida de una neurona puede ir a otra neurtreaés del adn.

v La informacién se procesa localme

v La memoria es distribuic

v' La memoria a largo plazo reside en la sinapsiasi@éurona

v' La memoria a corto plazo se corresponde con laalesfénviadas por i
neuronas.

v" El vinculo sinaptico entre dos neuroise modifica con la experien

Nucleo

celular

Figura 6.3: Neurona biolégica

6.1.3 Caracteristicas de las redes neuronal

Las ANN al margen de "parecerse" al cerebro pragenina serie d
caracteristicapropias del cerebro. Por ejemplo las ANN aprenderadexperiencie
generalizan ejemplos previoaplicAndolos a ejemplos nuevog abstraen la
caracteristicas principales de serie de datos. Algunas de las caracteristicas

importantes son:
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Aprendizaje Adaptativo

Capacidad de adquirir el conocimiento de un problgrar medio del estudio,
ejercicio 0 experiencia. Las ANN pueden cambiaicemportamiento en funcién del
entorno. Se les presenta un conjunto de entradiasymismas se ajustan para producir

salidas consistentes.

Generalizacion

Es la facultad de las Redes Neuronales de respapidepiadamente cuando se
les presentan datos o situaciones a las que na bald expuesta anteriormente. Esta
caracteristica es muy importante cuando se tieaesglucionar problemas en los cuales
la informacion de entrada no es muy clara; adenedmiife que el sistema dé una
solucion, incluso cuando la informacion de entrasda especificada de forma

incompleta.

Tolerancia a fallas

Las Redes Neuronales fueron los primeros métodosputacionales con la
capacidad inherente de tolerancia a fallas. Comdparacon los sistemas
computacionales tradicionales, los cuales pierdefuscionalidad cuando sufren un
pequefio error de memoria, en las Redes Neurorgles produce un fallo en un
namero no muy grande de neuronas y aunque el ctanpento del sistema se ve

influenciado, no sufre una caida repentina.
Abstraccion
Las ANN pueden considerar por separado las cua&da@ un dato. Algunas

ANN son capaces de abstraer la esencia de un ¢onflen datos de entrada que

aparentemente no presentan aspectos comunesivoelat
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Auto-organizacion

Una red neuronal puede crear su propia organizagidepresentacion de la

informacion que recibe mediante una etapa de ajagad

Operacion en tiempo real

Los coOmputos neuronales pueden ser realizadosralelpa para esto se disefian y

fabrican maquinas con hardware especial para abéste capacidad.

Facil insercion dentro de la tecnologia existente

Se pueden obtener chips especializados para Rezl@sridles que mejoran su
capacidad en ciertas tareas. Ello facilitar4 la&gracion modular en los sistemas

existentes.

Arquitectura de las redes neuronales

Es comun representar a las Redes Neuronales conomnjunto de neuronas
agrupadas en una o mas capas. Cada neurona dentraccapa se comporta de una
manera similar.

La arquitectura de un modelo de redes neuronalss sky determinada para cada
problema especifico y su desempefio depende fuerterde dicha estructura (Peroni,
2002).

Es importante destacar que los factores que priménhora de determinar el
comportamiento de una neurona son su funcion daesfeeencia y los valores de los
pesos de las conexiones con las neuronas vecisagslmkente, dentro de una misma
capa, las neuronas presentan la misma funcion tila@én y el mismo patrén de
conexidn con las neuronas vecinas. El arreglo sleéaironas en capas y el patron de

conexion entre capas se denomarguitectura de la red. En la mayoria de las
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arquitecturas las neuronas de entrada a la rectisaradirectamente con el valor de los
patrones o sefales de entrada.

Las ANN usualmente se clasifican de acuerdo al ndirde capas como mono
capa y multicapa. En el calculo del nUmero de cdpasna arquitectura de una ANN la
capa de entrada no se computa ya que las neurenasta capa no realizan ningun
coOmputo. La Figura 6.4 ilustra una ANN mono capla ¥igura 6.5 ilustra una ANN

multicapa.

Capa de Salida

Capa Oculta

Figura 6.5: Red Neuronal Multicapa
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. Redes Monocapa

En la red mono capa presentada en la Figura 6.4 wadrona de la capa de
entrada estd4 conectada con todas las neuronas aipdade salida pero no existen
conexiones entre las neuronas de la capa de entratapoco las neuronas de la capa
de salida se encuentran interconectadas entrexisie Hina arquitectura donde cada
neurona de la capa de salida se conecta con tadaseulronas de esta capa. Esta

configuracién da a lugar a lo que se llama red @itiya.

. Redes Multicapa

Tal como muestra la Figura 6.5 una red multicajé @smpuesta por una capa de
entrada, una o0 mas capas ocultas y una capa de.sklis ANN multicapa pueden
resolver con éxito problemas que las redes monatas@n capaces de solucionar, sin

embargo el entrenamiento de estas redes es muetes mas complejo.

Ajuste de los pesos y métodos de entrenamiento

En la seccion anterior se puso en relieve la inapora de la arquitectura de una
red neuronal a la hora de determinar su comportamiddemas de la arquitectura de
la red, la forma en que se calculan los pesos gepta un factor caracteristico
importante para definir el comportamiento de la ANBé llamaentrenamiento al
proceso por medio del cual los pesos de cada caga ANN son ajustados con el
objetivo que la reédprenda a resolver un determinado problema. El entrenamidat
la red neuronal reforzara los pesos de las conesgigne favorecen a la convergencia
hacia la solucion deseada, disminuyendo los pesdasdconexiones que hacen que la
red se aleje del resultado esperado. El ajustesdipdsos se realiza de manera iterativa
empleando un criterio provisto por el algoritmo el@renamiento. La etapa finaliza
cuando los pesos se estabilizan en un determinaldo que puede o no ser el valor
apropiado.

La red se encontrara en condiciones de realizartdesas para la cual fue

entrenada solo cuando la fase de aprendizaje haghz&do. Si los pesos no se
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modifican mientras la red esta operativa se dieelgunodalidad de entrenamiento es
off-line. Del mismo modo, si los pesos son modificados a@mauoi la red se encuentra
operando, decimos que la modalidad de entrenamésioio-line

Por conveniencia se definen dos tipos de entremamieEntrenamiento

supervisado y entrenamiento no supervisado.

. Entrenamiento supervisado

Es el tipo de entrenamiento mas comunmente selembiopara ajustar los pesos
de la neurona. El entrenamiento supervisado sectesizm porque el proceso de
aprendizaje se realiza mediante un entrenamiemitvatado por un agente externo que
determina que respuesta deberia entregar la red @ determinada entrada. El
supervisor controla la salida de la red y, en agse la salida no coincida con la
respuesta esperada, se modifican los pesos de tkenmanera que la salida obtenida se
aproxime a la salida deseada. Por este motivolsamtar con un vector que contenga
los valores de entrada asociado a un segundo veo®rcontenga los resultados
esperados. A este par de vectores se los conooe s&ingle entrenamientoLos tres

tipos de entrenamiento supervisado mas comunes son:

Aprendizaje por correccion de erraC.onsiste en ajustar los pesos de las conexiones de
la red en funcién de la diferencia entre los \edateseados y los obtenidos a la salida,
es decir, en funcion del error cometido en la salifista técnica de ajuste de pesos
puede encontrarse en la regla de aprendizaje de¢feon, la regla del minimo error
cuadratico (LMS) y la regla empleada por las rdgskpropagatiordenominada LMS

multicapa.

Aprendizaje por refuerz&@e basa en la premisa de no disponer de un ejaopipleto
del comportamiento deseado. Es decir, en no inddiiamante el entrenamiento
exactamente la salida deseada. En esta técnitadi@n del supervisor es la de indicar
mediante una sefial de refuerzo si la salida oldeard la red se ajusta a la salida
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deseada (éxito = 1 o fracaso = -1) y en funciéellitese ajustan los pesos basandose en

un mecanismo de probabilidades.

Aprendizaje estocasticaConsiste basicamente en realizar cambios aleatenoks
valores de los pesos de las conexiones de redlyagvs&u efecto a partir del objetivo
deseado y de distribucion de probabilidad. El atigar realiza un cambio aleatorio de
los valores de los pesos y determina la energlia dwl. Si la energia es menor después
del cambio, es decir, si el comportamiento de deseeaproxima al deseado, se acepta el
cambio. Si, por el contrario, la energia es mageraceptaria el cambio en funcion de

una determinada y preestablecida distribucion dbalilidad.

. Entrenamiento no supervisado

El entrenamiento no supervisado es tipico de lakesredenominadas auto
organizadas. Una red auto organizada agrupa patrdeeentrada de acuerdo a su
similitud sin necesidad que un agente externo degure los resultados esperados. En
consecuencia, el set de entrenamiento no contenfiidnacion relativa a las salidas
deseadas. En este tipo de redes los pesos saadagiste tal forma que las entradas mas
similares entre si sean asignadas a la misma daliskte. Dentro de las redes que
utilizan este tipo de entrenamiento se encuenaaKdhonen — Self Organizing Maps

(SOM) y las redes adaptivas que emplean la teerla cesonancia.

Funciones de activacion

Como ya se menciond anteriormente, la arquitecaimmétodo de entrenamiento
y la funcién de activacién de las neuronas sontides parametros que definiran el
comportamiento de la ANN. En las siguientes sulsisaes se presentan las funciones

de activacion mas comunmente empleadas.

. Funcion identidad
Esta funcion es generalmente empleada en la capantlada de toda red

neuronal. En la mayoria de los casos, para podsEmzdr las ventajas de una
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arquitectura multicapa, las funciones de activaaidtineal son requeridas. La ecuacion

gue rige esta funcion de activacién es:

f(x)=x Vvx (6.2)

La Figura 6.6 muestra la funcion de transferengid presentada.

Figura 6.6: Funcion de activacion lineal

. Funcién escalén

Las Redes Neuronales monocapa usualmente empleanipes de funcion de
activacion para convertir la entrada de la redula suele ser una funcion continua, en
una funcién de salida binaria. Esta conversioreaéiza por medio de un umbral. Si la
suma de las entradas ponderadas de una neuroma sapgerto umbral, la salida de la
neurona se activa con un 1. Por el contrario, sutaa ponderada de las entradas de la
neurona es menor que el valor del umbral la salelda neurona estara en un valor
inactivo, el cual puede ser 0 6 -1, dependiendmd®nvencion utilizada. La ecuacion
gue gobierna esta funcién de activacién se preseoctatinuacion: y en la Figura 6.7 se

muestra la funciéon escalén.

o= {5 5r 2l (6.3)
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Figura 6.7 Funcién de activacién escalon

. Funcion sigmoide binaria

La principal caracteristica de las funciones siglasi(funciones con forma de S)
es que pertenecen a las denominadas funciones ssuavienciones de derivada
continua. Esta caracteristica es muy importantedmae implementan algoritmos de
entrenamiento que implican la derivada de la fumcite transferencia de la red
neuronal. La funcion sigmoide binaria, también Baa funcion logistica, es una
funcidn que varia suavemente desde el valor Olat ¥ala funcidon sigmoide binaria se

representa mediante la siguiente ecuacion:

1
fo) = 1+ exp (—ax) (6.4

La Figura 6.8 muestra la influencia del valoraden la forma de la funcién.

1,1 -

1 .
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -

f(x)

Figura 6.8: Funcion de activacion sigmoide binaria
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. Funcién sigmoide tangente hiperbdlica

La funcién tangente hiperbdlica es una funcion @geila la funcidn sigmoide
binaria pero se utiliza para representar una tasisuave en el rango que abarca
desde -1 a 1, razon por la cual también es llarhbgutdar. La ecuacidn empleada para
representar esta funcion es:

exp(ax) — exp(—ax)
exp(ax) + exp(—ax)

Esta funcién es representada en la Figura 6.9distiatos valores da.

1,2 -
1 4

0,8 -
0,6 -
0,4 -
02+
X 0+
0,2 -
-0,4 -
-0,6 -
-0,8 -

_]_ - ‘ ‘ : : : ; ; : :
-1,2 | i i i | | i i i i

Figura 6.9: Funcion de activacion sigmoide tangente hiperbdlica

6.1.4 Red neuronalBackpropagation

Si bien existe una extensa variedad de Redes Naasogque fueron disefiadas
para resolver una amplia gama de problemas no ggivobde este trabajo ser
exhaustivo en la presentacion de todos los tipoRaties Neuronales. En esta seccion
solo se presentara la red neurdiegldforward backpropagatiola cual ha probado ser
eficiente al momento de asociar un patron de eatmh un determinado patron
esperado a la salida. Estas Redes Neuronales da&benombre al método de
entrenamiento  denominado comimackpropagation (propagacion hacia atras) o

generalized delta ruléregla delta generalizada).
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Una red neuronabackpropagationes una red de propagacion hacia delante
(feedforward multicapa entrenada con el algoritrtbackpropagation. El algoritmo
backpropagationse trata de un método de gradiente descendienéenp@imizar el
error cuadratico de la salida computada por laEste tipo de redes se puede encontrar
en cualquier campo donde se empleen Redes Neusquale resolver problemas que
involucran la asociacién de patrones.

La asociacién de patrones implica que la red neli@prenda a tomar decisiones
sobre cual sera el patrén de salida mas apropiath un determinado patron de
entrada. Debido a esto, el tipo de entrenamientesagiamente es supervisado y se
debe contar con un set de patrones de entradaucmrrespondiente set de patrones de
salida.

Como en la mayoria de las Redes Neuronales, elivabjgel entrenamiento es
alcanzar un balance entre la habilidad de respoodeectamente a un patron de
entrada empleado en el entrenamiento (memorizagiol® habilidad para dar una
respuesta razonable a entradas similares pero érgidds usando el entrenamiento
(generalizacion).

Como veremos mas adelante, el entrenamiento deedrreeuronal consiste en las
siguientes etapas: La propagacion hacia delantesdeatrones de entrenamiento en la
red, el calculo de la diferencia entre la respudstda red y la respuesta esperada, la
propagacion del error hacia atras y el ajuste depésos en direccidon a aproximar la

respuesta de la red a la respuesta esperada.

Arquitectura de la red Backpropagation

La Figura 6.10 muestra la arquitectura de una ralficapa compuesta por una
capa de entrada (Unidades X), una Unica capa oguttilades Z), una capa de salida
(Unidades Y), un bias en la capa oculta y un segmek en la capa de salida.

Los bias en la capa de saliase denotan powgky los bias en la capa de oculta

Z se denotan ponk

136



Capitulo 6: Modelado de la destilacion molecular de aceite esencial de romero mediante Redes
Neuronales Artificiales

Capa de Entrada Capa Oculta Capa de Salida

. ° vi1 e w11 ° QOut 1—»
in1 . .
i AN

ini

Out k—>»

° VOp—/A Om

Figura 6.10: Arquitectura de una red multi-capa

Funciones de activacion

La funciéon de activacion de una rdshckpropagationdebe cumplir como
condiciones: ser continua, diferenciable y mormditiente no decreciente. Cualquier
funcién que cumpla con estas caracteristicas edidana para servir de funcién de
activacion en una reblackpropagationsin embargo, la mayoria de los autores se han
concentrado en aquellas funciones cuyas derivadaa selativamente faciles de
calcular.

Las funciones sigmoide binaria y sigmoide tangdiperbdlica presentadas en la
seccion 6.1.3 cumplen con las caracteristicas meadas y ademas su derivada es

conocida y facil de calcular.

Nomenclatura

X: vector de entrenamienka[X1 X ... X ... %]
t: vector de salidagdrge) t=[t1t> ... § ... §]
dx. porcion del error para la correccion de los pegpsiue se produce debido al

error a la salida de la unida@
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dj: porcion del error para la correccion de los pegagie se produce debido a la
propagacion hacia atrads de la informacién del edesde la capa de salida hacia las
unidades de la capa oculia

a: tasa de aprendizaje.

Xi: neuronas de la capa de entrada. La salida égmkade entrada se llamaga

Voj: Sesgo de la capa oculta (bias).

Z;: neuronas de la capa oculta.

La entrada a cada neurona de la capa oculta sesegpa porz, ; = vy; + X; x;v;;.

La salida de cada neurona de la capa oculta sesegin pog; = f(z;y ;).

Wok: S€Sg0 en la unidad de salkla

Yx: neurona de salida

La entrada a la unidati se denota pow;, , = wy; + X; Zjwjx.

La salida de la unida¥ se denota pow;, = f (Vin k)-

Algoritmo de entrenamiento

Al igual que la mayoria de las ANN, beckpropagatiorfunciona de maneraff-
line. Esto significa que la red solo aprendera durkenfase de entrenamiento. Una vez
finalizada la fase de entrenamiento los pesos dedapermaneceran fijos y la red
cumplira con las funciones para la cual fue enttana

Como ya se menciong, el algoritmo de entrenamibatikpropagatiorinvolucra
tres etapas: a) La propagacion hacia delante dpatndn de entrenamiento, b) La
propagacion hacia atras del error y c) El ajustsi@esos.

Durante la etapa de propagacion hacia delante, @adponente de un patrén de
entrenamiento se presenta a su correspondientenzede la capa de entrad§)( La
capa de entrada envia la informacion a cada neutena capa ocultd Cada unidad
de la capa oculta computan las sefiales que redimmporando en el célculo el valor
del sesgo (bias). La salida de cada unidad depa ceulta es propagada hacia delante
dentro de la red para servir de entradas de latades de la capa de salida. Cada
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neurona de la capa de salitf@) (computa su activacioryd) para formar la respuesta de
la red a un determinado patréon de entrada.

Luego, cada neurona de salida compara su activggiéon el correspondiente
valor del vector objetivdy para determinar la diferencia entre la salidarottey la
salida esperada. Basandose en esta diferenciamemge vectody el cual es empleado
para distribuir el error desde la salida haciasatrdlo que es lo mismo, hacia todas las
neuronas de las capas oculta. Este mismo vectempteado, posteriormente, para la
actualizacion de todos los pesos entre la capaliiay la capa oculta;;.

De manera similar, se computa el vecigrara cada unidad de la capa ocdlta
En este punto, no es necesario propagar el erois ke capa de entrada, peicera
empleado para ajustar los pesos entre la capaoclatcapa de entradé.

El algoritmo puede explicarse paso a paso de laesite manera:

Paso 0 Inicializacion de los pesos.

Paso 1 Chequeo de condicion de parada.

Paso 2:Para cada par de entrada hacer Paso 3 y Paso 4.

Inicio del proceso de propagacion hacia delante

Paso 3 Cada neurona de entrada(i = 1,...,n) recibe cada componente de la
sefal de entraday reenvia esta sefial a todas las neuronas dpdaocalta.

Paso 4 Cada neurona de la capa ocufta(j = 1,...,p) suma sus entradas
ponderadas por los respectivos pesos

Zinj = Voj + i XiVij,

aplica la funcion de activacion para obtener

Zj = f(zZin j)

y envia esta sefal a todas las unidades de las sapariores

Paso 5 Cada neurona de salifé = 1,...,m)suma sus entradas ponderadas por
los respectivos pesos para obtener

Yink = Woj + Xj ZjWik,

y aplica su funcion de activacion para obtenenlala de la red

Ve = fWink)
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Inicio del proceso de propagacion hacia atraséckpropagation)

Paso 6 Cada neurona de salid= 1,..., m)se compara con un patron esperado
correspondiente al patron de entrada y se compuéineino de informacién del error
dado por:

6k = (b = Y f' Oink)
luego calcula el término de correccion de los pesos
Awj = adyz;
calcula el término de correccién de los bias
Awgy = ady
y enviadg a las unidades de las capas inferiores.
Paso 7 Cada neurona de ocul@ j = 1,...,p)suma su informacion delta del error

(proveniente de las capas superiores) dada por:

m
5inj = Z 5ijk
k=1

la multiplica por la derivada de su funcion de\aation para calcular el término
de informacion del error
8 = 6in jf ' (Zinj)
calcula su término de correccion de pesos (utitizaaa ajustaw;)
Av;; = ad;x;
y calcula el término de correccion del bias (utitle posteriormente para
actualizar,;)
Avy; = af;
Actualizacién de los pesos y los bias
Paso 8 Cada neurona de salig = 1,...,m)actualiza los vias y los pes@s=
0,...,p)
Wik (nuevo) = Wjk(viejo)+ Aij
cada neurona de la capa oc(Hig= 1,...., p)actualiza su bias y pesos
(i=0,...n)

Vij(nuevo) = Vij(iejo)+ AVij
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Paso 9 Se chequea la condicion de parada

La condicion de parada del algoritmo usualmentdesme cuando la diferencia
entre la salida obtenida y la salida esperada saeetra por debajo de un umbral
establecido.

El entrenamiento de una ANbackpropagatiomo siempre converge a un valor
deseado. Los algoritmos de aprendizaje puedeneradr que se denomina minimos
locales y el entrenamiento, sin una segunda candide parada, podria prolongarse
indefinidamente. Se dice que la etapa de aprerdenple con una iteracion cuando el
set de entrenamiento completo es introducido eAN&l. Tipicamente se necesitan
varias iteraciones para finalizar con el entrenamiede una redackpropagation
Ademas de la comparacion del valor del error conmbral definido, se establece una
segunda condicién de parada, la cual se empleagrananar con el algoritmo en caso
gue el entrenamiento no converja. Esta condiciG@mbise un valor maximo de
iteraciones que, una vez superado, hara que enantiento finalice aln sin alcanzar el
error esperado.

Puede observarse que la velocidad de ajuste deekiss de la red depende del
factor o denominadatasa de aprendizaje La tasa de aprendizaje es un factor que
determina la velocidad de convergencia del algarithe entrenamiento. Tasas de
aprendizaje relativamente altas hacen que el #igorrealice ajustes grandes en los
pesos al final de cada iteracion lo cual no garantjue el entrenamiento converja
rapidamente ya que el algoritmo podra oscilar aid@egue se acerque al valor de error
esperado. Por el contrario, tasas de aprendizajeefi@s provocaran que el algoritmo
de entrenamiento se aproxime muy lentamente al esperado.

Las bases matematicas para el algorit@ckpropagatiorse basan en una técnica
de optimizacién denominadgadiente descendienteEl gradiente es una funcion (en
este caso la funcién es el error y las variabldependientes son los pesos de la red)
que da la direccién en la cual la funcion crece m@msdamente. El negativo del
gradiente indica la direccion en la cual la funadil@trece mas rapidamente.

Una vez seleccionada la red y entrenada hastazalcat error minimo, se
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procede a su validacion. Este procedimiento perrpitedecir su capacidad de
generalizacion, entendida como la facilidad desddidas satisfactorias a entradas que

el sistema no ha visto nunca en su fase de entrentom

6.2 Consideraciones de configuracion

Ademas de la seleccion de la arquitectura, la @male activaciéon de las
neuronas y las condiciones de parada del algordenentrenamiento, existen ciertos

parametros que el disefiador podra seleccionana@rdéade configurar una red.

6.2.1 Seleccion del valor inicial de los bias y los pesos

La eleccion de un valor inicial para estos paransetiene mucha influencia en la
factibilidad y velocidad de convergencia del algoa de entrenamiento. Generalmente,
estos valores se inicializan de manera aleatoitarelo que la seleccién de los mismos
provoque una funcién de activacion (o su derivadapl a cero. Un procedimiento
comun es seleccionar los pesos (y bias) de mariesoda dentro del intervalo

comprendido entre -1y 1.
6.2.2 Seleccidn del tamafo del set de entrenamiento

La pregunta a ser respondida en este punto es gBd@joircunstancias se puede
asegurar que una red entrenada para clasificaetamtinado niumero de patrones de
entrenamiento de manera correcta también va dictastorrectamente los patrones de
pruebas obtenidos del mismo espacio muestral ddedsa obtuvieron los patrones de
entrenamiento?

Existe una relacion entre los patrones de entraar@midisponible®, el nimero
de pesos a ser entrenaddsy la precision de la clasificacion esperadague se
resumen en la siguiente regla:

W—
P—e
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Por ejemplo, con un error de 0,1, una red con 80%ea a requerir 800 patrones
de entrenamiento para asegurar la clasificaciord@¥ de los patrones de prueba,
asumiendo que la red fue entrenada para clasdaraectamente el 95% de los patrones
de entrenamiento.

6.2.3 NUumero de capas ocultas

Para Redes Neuronales con mas de una capa ocaltpetmobackpropagation
no sufre alteraciones considerables. Si bien unealrapa oculta es suficiente para
aproximar cualquier mapeo continuo de un patroerdeada a un patron de salida, con
un error arbitrario, algunas redes con mas de apa oculta pueden entrenarse mas

facilmente en algunas situaciones.

6.2.4 NUmero de neuronas en la capa oculta

No hay una manera directa de determinar el nUmptioné de neuronas en la
capa oculta sin antes entrenar varias redes y asginerror de generalizacion. Muy
pocas neuronas en la capa oculta conduciran aaerabr de entrenamiento y un alto
error de generalizacion provocado por el sub-eatréento. Por el contrario, muchas
neuronas en la capa oculta podria disminuir elretfeoentrenamiento pero el error de
generalizacion podria permanecer en valores ndaaep en este caso debido al sobre-
entrenamiento.

Existen reglas informalmente definidas las cuadesaocen comeeglas de oro
(rules of thumbsque suelen utilizarse para disefiar inicialmenteradaneuronal. Estas
reglas no definiran de manera exacta la mejor gordcion para una red en particular.
Por el contrario, la mejor arquitectura debera essrontrada teniendo en cuenta el
problema en particular por medio de la creaciomat@s configuraciones y la mediciéon
del error de generalizacion. Algunas de estas sqgiea una Unica capa oculta son:

La cantidad de neuronas de la capa oculta se ma¢cidar como las dos terceras

partes del nimero de neuronas de la capa de eflBadar y Guterman, 1997).
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El ndmero de neuronas de la capa oculta deberianeeor que el doble del
namero de neuronas de la capa de entrada (BerinoyfL1997).

El nimero de neuronas de la capa oculta se delmmtesmic entre el nimero de
neuronas de la capa de entrada y el nUmero denssude la capa de salida (Blum,
1992).

6.3 Estado del arte: empleo de redes neuronales en ebdelado de procesos

quimicos

La destilacion molecular (DM) es una operaciéon anclbal se encuentran
involucrados fendmenos de transferencia de cantidadovimiento, masa y energia, lo
cual hace que su representacion mediante modelsnaidcos sea muy compleja. Se
suma a lo anterior el alto grado de vacio existenteesta tecnologia, por lo que las
predicciones de propiedades fisicoquimicas y femmhdgicas se tornan complejas e
imprecisas para un modelado predictivo eficienta: &ra parte, diversas variables
pueden influir en el proceso y la interrelacion tifadtorial existente entre ellas
ocasiona gran dificultad a la hora de controlagtasegularlas independientemente.
Pequefas variaciones en las condiciones del propesden llevar a alteraciones
considerables en las caracteristicas de las ctesiede salida, por lo cual deben
desarrollarse modelos apropiados para optimizarcdesliciones operativas (Shao y
colab., 2007). El control mediante modelos predidties una de las estrategias mas
difundidas en las industrias de procesos quimicpsrgnite que los valores que deben
adoptar los parametros controlados se obtengamao@tlo. Si bien la mayoria de los
algoritmos de control se fundamentan en modelosal@s, en general los procesos
qguimicos son no lineales (Nagy, 2007).

Dentro de los modelos disponibles actualmente coaiternativos al
fenomenoldgico, las ANN se presentan como una bopoi@én a estudiar, dado que son
herramientas predictivas para tratamientos no llseya multirrelacionales usadas en la
optimizaciéon de procesos (Rebién y colab., 1992gday colab., 2003; Negro y
colab., 2006).
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De los diferentes modelos de ANN, la tetkpropagatior{o red de propagacion
inversa) es la mas aplicada en la actualidad panaodelado y control de procesos
quimicos (Shao y colab., 2007; Nagy, 2007).

Ochoa-Estopier y colab., 2012, propusieron una a&auewtodologia para
optimizar la integracion energética de sistemaslaitilacion de petréleo crudo. Este
nuevo procedimiento incluye una red neuronal ardfipara representar la columna de
destilaciéon. La red neuronal creada fue entrenamta datos provenientes de la
simulacién rigurosa de la columna con el softwargpeh HYSYS. Ademas del
modelado de la columna de destilacion, se introdujp modelado para el
intercambiador de calor asociado, de manera taletierminar la configuracion que
mejora el rendimiento econdémico total.

Las salidas de la red consistieron en variables dpsrriben la calidad del
producto obtenido y también variables necesariaa gaterminar los requerimientos
minimos de energia del sistema integrado. EI modeloedes neuronales creado fue
capaz de representar el comportamiento de la cawardestilacion sin la necesidad de
realizar calculos complejos.

Vafaei y colab., 2009, utilizaron un modelo de nedironal Perceptrén multicapa
para simular la operacién de destilacion de peairétado. La variable modelada fue la
recuperacion de destilado, para lo cual se utiizdr6 conjuntos de datos obtenidos a
partir de bibliografia. Se utilizaron trece conpstde datos para entrenar la red y los
tres restantes se utilizaron para validar el modedocomparacion entre el modelo de
Perceptrén multicapa con métodos basados en eoeaaite estado y en correlaciones
de Holland-Welchindican que los errores de la red durante el eatngento y la
validacion fueron significativamente menores qus tmrrespondientes a los otros
métodos utilizados.

Shao y colab.,, 2007, crearon una red neuronalicstif con estructura
backpropagationy ademas utilizaron Metodologia de Superficie disgresta para
construir un modelo predictivo que estudia el efecombinado de variables
independientes de la operacion de DM sobre la sxagn de tocoferoles a partir del

destilado de desodorizacién de aceite de colza.
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6.4 Objetivo

El objetivo que se aborda en este capitulo ded& s predecir, mediante la
aplicacion de ANN, el porcentaje de destilado oleren la operacion de DM, en
funcidén de las condiciones operativas, presion pkraxion y flujo de alimentacion,
considerando, ademas, cual es la alimentacionugp@gle destilacion. La alimentacion

se caracterizo por medio de su composicion.

6.5 Materiales y métodos

Debido a que el problema a resolver es de prediccgd tipo de ANN
seleccionada e$eedforward con algoritmo de entrenamientmackpropagation La
topologia tipica de la ANNackpropagationtiene 3 capas, una capa de entrada, una
capa oculta y una capa de salida. Las conexiortes les neuronas de una capa y otra,
es a través de una matriz de peswsy( un vector de biasv). La ANN fue creada,
entrenada y validada mediante la utilizacion degpma Matlab, version R2010a.

Debido a que la DM se realizo en 4 etapas en daraimentacion a cada etapa
de la destilacion molecular no fue la misma. Emmdg casos consistio en AER y en
otros casos el residuo de la etapa anterior. 82antin como variables de entrada a la
ANN las siguientes: flujo de alimentacion, presuis operacion y composicion de la
alimentacion. La salida de la red fue: cantidaddéstilado obtenido en funcion de la
cantidad alimentada. Se utilizaron datos normatizade flujo de alimentacion y
presién de operacién de modo que los valores dadané la ANN varien entre Oy 1.

Los datos utilizados para crear, entrenar y valal@&NN se muestran en la Tabla
6.1. En la misma se muestran los valores de cowripasde la alimentacion a cada
etapa del DM, la presion de operacién, el flujoatienentacion y el porcentaje de
destilado obtenido. En la tabla se presentan eekadten negrita los valores maximos y
minimos de composicion de cada compuesto.

Debido a que la composicion de alimentacion de @dpa de DM presenta

muchos componentes, se muestra la relacién ergrealores minimos y maximos de
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cada componente, de manera de identificar cualeseptan las mayores variaciones
como datos de entrada a la ANN. De los datos dibfeanse apart6 el 20% para validar
la ANN con el fin de comparar con los datos expentales y poder seleccionar la de
mejor funcionamiento. Estos datos reservados paraalidacion de la red son los
correspondientes a los ensayos 2, 6 y 13, resal&dla tabla mediante un sombreado.

La nomenclatura utilizada al referir los compuestdas condiciones operativas
del ensayo de DM son las siguientes:

A: a-pineno

B: canfeno

C: B-pineno

D: mirceno

E: limoneno

F: 1,8-cineol

G: cimeno

H: alcanfor

I: B-linalol

J: B-cariofileno

K: cis-sabineno hidrato

L: a-terpineol

M: B-cariofileno epoxido

N: (6e,8e,10e)-2,6,11,15-tetrametil-2,6,8,10, 14aukcapentaeno

PR: Presién de trabajo, normalizada

FL: Flujo de alimentacion

DF: %destilado/alimentacion en peso

Se evaluaron distintas alternativas de entradadattess al momento de crear la
ANN. Se comenz6 por crear la red utilizando comslde entrada las condiciones de
presion y flujo, y las componentes que mostrabamdgor relacion entre el valor
minimo y maximo de composicion, por lo que lasads a la red consistieron en PR,
FL y los componentes A y B. Para las siguienteslpaa se fueron adicionando nuevos

componentes como entradas, es decir, en la prigldarge se entraron, ademas de las
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ya mencionadas, las componentes C, D, M y N, gasileron agregando hasta probar
con la totalidad de los componentes. La salidaaded, en todos los casos, consistié en
% D/F (normalizada).

La ANN fue entrenada mediante distintas alternativa

* Reglas de aprendizaje: Se estudiaron 2 alternativas

Trainlm: Algoritmo de entrenamientmackpropagation Levenberg-Marquardt

Traingdm Algoritmo de entrenamientbackpropagationGradiente descendiente
con momento

* Funciones de transferencia: Se analizaron comonatteas de funciones de
transferencia de la capa de entrada y de la capadas siguientes:

Tansig Funcién de transferencia tangente hiperbodlicanside. Para valores
entre-1y 1.

Logsig Funcion de transferencia sigmoide binaria. Patares entre O y 1.

La funcion de transferencia de la capa de saliddifieal utilizando la funcién en
Matlab: Purelin.

Se analiz6 también el nimero de neuronas en la@aygta, variando el mismo
entre 5, 10 y 15. El nimero de neuronas de la depentrada y de la capa de salida
guedo establecido por el nimero de variables ea gad de ellas, siendo 1 en la capa
de salida y variable en la capa de entrada de doa¢analisis.

El analisis para determinar cual es la mejor AN®&Nresalizé por comparacion de
los valores de salida de la red y los valores esiosrpara los datos de validaciéon. Esta
comparacion se cuantifico de la siguiente manera:

yn—ye
—X

desv = 100

donde:

desv es la desviacion del valor esperado que muestel

yn: salida de la ANN

ye salida esperada

El programa utilizado para crear, entrenar y valldaed neuronal se muestra en

el Anexo Il.
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Tabla 6.1: Datos de entrada a la ANN

Composicién de la alimentacién Condici_ones

operativas
N° ensayo A B C D E F G H | J K L M N PR FL % D/F
1 0,1577 0,0531 0,0153 0,0565 0,0290 0,2924 0,0407 0,2033 0,0256 0,0260 0,0135 0,0305 0,0095 0,0172 0,1450,596 1,000
2 0,1577 0,0531 0,0153 0,0565 0,0290 0,2924 0,0407 0,2033 0,0256 0,0260 0,0135 0,0305 0,0095 0,0172 0,398 0,702 0,454
3 0,1577 0,0531 0,0153 0,0565 0,0290 0,2924 0,0407 0,2033 0,0256 0,0260 0,0135 0,0305 0,0095 0,0172 0,6391,000 0,327
4 0,1577 0,0531 0,0153 0,0565 0,0290 0,2924 0,0407 0,2033 0,0256 0,0260 0,0135 0,0305 0,0095 0,0172 1,0000,213 0,022
5 0,1110 0,0387 0,0116 0,0456 0,0251 0,2624 0,0362 0,2295 0,0304 0,0288 0,0287 0,0361 0,0117 0,0196 0,6630,106 0,000
6 0,0831 0,0299 0,0093 0,0385 0,0215 0,2321 0,0317 0,2321 0,0352 0,0349 0,0182 0,0409 0,0148 0,0252 0,289 0,106 0,123
7 0,0540 0,0200 0,0062 0,0257 0,0158 0,1811 0,0245 0,2548 0,0434 0,0470 0,0231 0,0534 0,0218 0,0332 0,0000,000 0,345
8 0,1577 0,0531 0,0153 0,0565 0,0290 0,2924 0,0407 0,2033 0,0256 0,0260 0,0135 0,0305 0,0095 0,0172 1,0000,277 0,276
9 0,0999 0,0364 0,0116 0,0452 0,0272 0,2714 0,0413 0,2692 0,0364 0,0366 0,0190 0,0468 0,0090 0,0143 0,458 0,083 0,263
10 0,0600 0,0230 0,0077 0,0307 0,0213 0,2174 0,0335 0,3311 0,0496 0,0518 0,0274 0,0687 0,0115 0,0189 0,1870,034 0,165
11 0,0246 0,0099 0,0034 0,0134 0,0105 0,1262 0,0170 0,3149 0,0579 0,0858 0,0335 0,0898 0,0354 0,0667 0,054 0,089 0,187
12 0,1577 0,0531 0,0153 0,0565 0,0290 0,2924 0,0407 0,2033 0,0256 0,0260 0,0135 0,0305 0,0095 0,0172 1,0000,106 0,262
13 0,1085 0,0387 0,0121 0,0491 0,0276 0,2707 0,0408 0,2488 0,0332 0,0346 0,0170 0,0404 0,0117 0,0227 0,458 0,023 0,313
14 0,0646 0,0246 0,0084 0,0344 0,0226 0,2239 0,0350 0,3191 0,0458 0,0503 0,0246 0,0651 0,0124 0,0238 0,1870,109 0,145
15 0,0317 0,0124 0,0041 0,0154 0,0120 0,1375 0,0191 0,3188 0,0552 0,0868 0,0328 0,0922 0,0295 0,0608 0,0540,077 0,030

Relacion

maximo - minimo

Datos utilizados para validar la red creada

TGN A SevAeiiele 63,970 56,841 58,770 38,578 55,726 69,991 59,817 66,898 1445 Slevavgc s
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6.6 Resultados y discusion

De los 15 sets de datos disponibles, 3 (correspatel al 20%) se reservaron
para la validacion de la red.

En el Anexo Il, se presenta la Tabla 1.1 dondensestran las redes entrenadas,
en la misma se muestran las variables de entradagla de aprendizaje utilizada en
cada caso, y cuando la regla de aprendizajeThaengdm se detalla el factor de
aprendizajel(). En todos los casos se muestra el minimo err@isgupretende alcanzar
con el entrenamient@gal), las iteraciones especificadas como maximo da éadN,
las funciones de transferencia de la capa de entyald capa oculta, el nimero de
neuronas en la capa oculta, éld® la regresion entre los datos obtenidos de IBl &N
los datos experimentales y el valor de desviacd®sy que cuantifica el error que
presenta cada ANN. Los datosaisy se presentan para los datos de validacion.

Del analisis realizado se concluyé que la mejor medronal es la que utiliza
como datos de entrada a las composiciones de loparentes A, B, C, D, My N
ademas de los datos de presion de operacion (FRpyde alimentacion (FL). Como
regla de aprendizaje se utilizd el algoritmo deresramiento backpropagation
Levenberg-Marquardt Como funciones de transferencia se utilizé paracdpa de
entrada la funcion de transferencia tangente hidieebsigmoide y para la capa oculta
la funcién de transferencia sigmoide binariaggal fue de 1x1d. Las neuronas en la
capa oculta fueron 10. El valor dé Be la regresion fue muy bueno (0,99998) vy las
desviaciones, al analizar los datos reservadosl@aedidacion, fueron -1,4302, -5,2238
y 6,6794.

Los resultados que dio el programa para la ANN dag&e muestran en las
Figuras 6.11, 6.12 y 6.13. La Figura 6.11 muestrestructura de la red, condiciones de
entrenamiento y alcances de la misma. La Figurd fliestra el avance del error
producido por la ANN, y performance a lo largo detrenamiento; en la misma se
muestra que se alcanzo el valor de error requend4t iteraciones, y en la Figura 6.13

se muestra la regresion lineal que arroj6 el prograon los datos de entrenamiento.
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Figura 6.11: Estructura de la ANN
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Mean Sguared Error (mse)

Output~=1*Target+0.00058

Best Training Pedformance is Mal at epoch 46

1 1
10 15 20 25 30 85 40
45 Epochs

Figura 6.12: Performance de la ANN

Training: R=0.99335
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Figura 6.13: Regresion de la ANN
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6.6.1 Especificaciones de la red neuronal artificial creda

* La ANN fue creada con los siguientes datos de éatra

A: Composicion de-pineno

B: Composicion de canfeno

C: Composicion dg-pineno

D: Composicion de mirceno

M: Composicion dg-cariofileno epoxido

N: Composicion d¢6e,8e,10e)-2,6,11,15-tetrametil-2,6,8,10,14-hezaplentaeno
PR: Presion de operacion normalizada

FL: Flujo de alimentacion normalizado

* La salida de la ANN fue:

DF: %D. Relacion entre la cantidad de destiladadpeado en la DM vy la cantidad

alimentada.

Los resultados de la ANN fueron los siguientes:

* Resultado del entrenamiento:

r1,0001 1 - —0,0001 7
0,2722 0,0038
0,3266 0,0003
0,0209 0,0012
0,0021 —0,0021
] 0,3439 0,0014
yn:salida de la ANN = 0.2635 | & DF —yn = —0,0006
0,1634 0,0014
0,1849 0,0023
0,2622 —0,0003
0,1467 —0,0020
10,0288 L 0,0017.
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Como puede observarse, los resultados de errantcenamiento de la red fueron
muy bajos, del orden de #0Los resultados de este entrenamiento se muestran
graficamente en la Figura 6.14. En la misma se rebselos datos de salida del

entrenamiento de la ANN y los datos esperados.

0.5
0.45 - x .
*
041 .
0.35F .
*
0.3F .
0.25F .
0.2+ .
0.15 x se: resultado esperado 8
4 * sn: resultado de la RNA
01 | | | | | | | | |
1 1.2 14 1.6 1.8 2 22 24 2.6 2.8 3

Figura 6.14: Resultados del entrenamiento de la ANN

+ Resultado de la validaciéon de la ANN

ye Son los resultados esperados de %D, para los dal@aados para validar la ANN.
yn: Son los resultados de salida de la ANN.

d: diferencia entre los valores de sn y se.

sn—se

desv desviacion de los resultados de la ANBesv = x100

se

0,1229 0,1211 —0,0018 —1,4302
ye =(0,4541|yn = 0,4304] d= [—0,0237] desv = [—5,2238]
0,3131 0,3340 0,0209 6,6794
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Como se puede observar los resultados de desvideida validacion de la ANN
(desy fueron menores al 7 %. Los resultados de espmeata validacion se muestran
graficamente en la Figura 6.15. En la misma serohselos datos de salida de la

validacion de la ANN y los datos esperados.

14 ‘
x  DF: %D
12 *+ y: salida del entrenamiento de la RNA
1 * E
0.8 .
0.6 .
0.4 .
% *
* * *
0.2 .
+ * “
O | * Jm‘ | | | r
0 2 4 6 8 10 12

Figura 6.15:; Resultados de validacion de la ANN

Caracteristicas de la red entrenada:

La matriz de conexion de pesos entre las neuro@da dapa de entrada y las

neuronas de la capa oculta fue la siguiente:

—0.1866 0,2434 -—1,3238 —0,9984 0,7987 -10,1352 0,6813 —0,39077
0,0160 0,4303 08144 -—0,4925 -—1,1882 10,5235 -0,1456 —0,7980
1,8786 10,1394 -0,6670 0,7553 0,5713 1,4733 —2,3627 —0,1452

-0,3757 10,0495 08255 06398 -—0,8189 -—1,3408 —1,1397 0,0459
1,0717 0,3555  0,9505 1,7468 —0,7038 1,3503 1,5957 2,3870
—0,2343 0,2575 0,7563 —0,8646 09235 -10,0309 —-1,5055 -—5,2030
-0,6284 -—1,3934 -0,5200 —1,3857 10,8768 —0,1226 2,2441 -3,0631
0,4925 04134 06916 0,5954 0,2531 0,7924 —1,8554 11,2604
—0,6641 0,3916 03754 -0,8085 -0,8149 0,1801 -0,3438 —1,0347
0,7101 -0,5527 -0,8087 -0,0335 -0,2599 0,2978 0,3889 —0,2840

wl =
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El vector de conexion de pesos entre las neuroral @apa de oculta y la
neurona de la capa de salida fue el siguiente:

r 0,3511 1
1,1749
2,8453
1,6311
1,0065
2,3862
—2,4102
—0,8124
0,3691

L 0,2228

El vector de valores bias que conecta las neurdeda capa de entrada con las

w2 =

neuronas de la capa oculta fue el siguiente:

'—2,09817
1,8274
—2,0956
1,0272
—0,7300
—1,6531

0,6688
—1,3360
—1,8287

L 2,3253

El valor bias que conecta las neuronas de la ceyliéaccon la neurona de la capa

de salida fue el siguiente:
v2= 0,0986

La forma de proceder con futuros valores fue: tatoelos datos de entrada de
composiciones dea-pineno, canfeno,B-pineno, mirceno, B-cariofileno epdxido,
(6e,8e,10e)-2,6,11,15-tetrametil-2,6,8,10,14-hezaplentaecno y estableciendo los
valores de presion de operacion normalizada y filgoalimentacion normalizado, se
pudo predecir cual seréa la cantidad de destiladdymido en la operacion de destilacion
molecular. Estos datos debieron ser ingresados &NA&A que cuenta con las
especificaciones antes mencionadas. La forma aegeo internamente por la ANN fue
la siguiente:

Salida interna de la ANN para los valores de unaore,n;
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q

Zj=2xi*wi+v

i=1

Donde:
Z;: cualquier neurona de la capa oculta;

x;. valor de entrada correspondiente a una neuronla dapa de entrada de la
ANN;

w;: valor de pesos correspondiente a las conexiomesa neurona,

v: valor de bias correspondiente a las conexionesdaeurona;

g: cantidad de neuronas de la capa de entrada

Luego la red aplica la funcién de transferenciaeesigada que transforma la

salida de la ANN en la salida requerida.
6.6.2 Relacion entre datos de entrada y salida

Con el afan de representar los datos de entradhda £n una misma grafica fue
necesario realizar un agrupamiento de los datoentitada. Esto es debido a que se
necesitaron 8 variables de entrada y una de gadidapoder utilizar la red y esto no es
posible plasmarlo en una gréfica, ya que se necsiina gréfica en’R

Para poder reducir tales dimensiones se utilizé técaica de reduccion del
namero de variables de manera que representavaniddilidad de los datos originales.
La técnica utilizada fue la de componentes prinemalos calculos de las nuevas
componentes a utilizar y la representacion de losmws se realizd mediante el
Software InfoStat (version 2012, Facultad de CimcAgropecuarias, Universidad
Nacional de Cérdoba, Cérdoba, Argentina).

Las técnicas de reduccién de dimensiones permitiexaminar todos los datos en
un espacio de menor dimension que el espacio afigie las variables. En la técnica
utilizada en este caso se construyeron ejes @ltégllamados componentes principales
(CP).
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Las componentes principales generadas en el andbsios datos de entrada se
presentan en la Tabla 6.2. En el Anexo Il, se maedbs valores de autovalores y
autovectores que se generaron en el andlisis. &0# tomponentes presentadas en la
tabla se logro representar el 99,7% de la vargddlide los valores originales.

En la Tabla 6.2, se presentan ademas los valor@adws por la red para % D/F

de los valores experimentales de % CBB&I(exp.

Tabla 6.2: Ejes de componentes principales y valores expetafes esperados de %D&af exp

Valores
CP1 CP2 experimentales

(Sal exp)
-0,126 0,447 1,0001
0,146 0,449 0,2722
0,477 0,634 0,3266
0,519 -0,230 0,0209
0,163 -0,205 0,0021
-0,185 -0,065 0,3439
-0,495 -0,055 0,2635
0,543 -0,171 0,1634
-0,035 -0,149 0,1849
-0,309 -0,094 0,2622
-0,418 0,005 0,1467
0,480 -0,329 0,0288
-0,057 -0,204 0,1211
-0,280 -0,025 0,4314
-0,421 -0,006 0,3340

En las Figura 6.16 se presenta la grafica de lmresde % D/F experimentales
(Sal redexp en funcién de las componentes CP1 y CP2 queerwrtilas condiciones
de entrada, se muestra, ademas, una grafica deutaas de nivel y se presentan

mediante puntos los valor&al exp Se aproximO la grafica mediante un andlisis

158



Capitulo 6: Modelado de la destilacion molecular de aceite esencial de romero mediante Redes
Neuronales Artificiales

polinomial de grado 4. Los resultados de la apraxidn polindmica se presentan en la

Tabla 6.3. El polinomio de grado 4 es el presengadontinuacion:

f(CP1,CP2) = a, + a, * CP1 + az * CP2 + a4 * CP12 + ag * CP1 = CP2
+ ag * CP13 + a, x CP1%2 * CP2 + ag * CP1* + aq x CP13 % CP2

El algoritmo para obtener esta grafica se mueste Anexo |I.

1
2-
| |
‘ 7l |
1 »:" ’;”I‘ll‘l"“\ 77 _“V“EA—\‘ 0.5
‘ | /7775407 77558077 ‘
Wrsrrsssr el e e
5 Witz O
® 04 (2] 7
2 I’%%’%%%%%g’ ;
1 ] \IIII‘II (I{;;;;;;”’/ .
-1
-2
0.6 N
CP2 op1
1
0.5
0
-0.5
-1
-1.5

Figura 6.16: Valores de %D/F experimentale®al exp en funcién de CP1y CP2
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Tabla 6.3: Coeficientes Ry R ajustado de polinomio no lineal de aproximacién 86%de limites de

confianza
Coeficientes Sal exp
a, 0,3068 (0,2205 ; 0,3931)
a, -1,178 (-1,639;-0,7178)
as 1,035 (0,7383; 1,331)
Ay -2,026 (-4,229; 0,1761)
as -3,905 (-5,788 ; -2,023)
ag 5,030 (2,774; 7,286)
a, -8,866 (-17,73; 0,001166)
ag 5,256 (-3,166 ; 13,68)
aqg 29,43 (10,13 ; 48,72)
R 0,9661
R%justado 0,9209

La red neuronal modelada brind6 resultados muy dmigrque con un polinomio
de grado 4 se generd una aproximacion sumamenpeabte ya que el resultado del
valor de Ryjsdofue cercano a 1.

La disminucion de variables utilizando la técnieacdmponentes principales fue
acertada ya que sin la utilizacion de la mismaenpagirian haber logrado evidenciar los
resultados de las graficas de la Figura 6.16.

Al comparar estos resultados con la grafica dees@n para los resultados de la
red neuronal, presentada en la Figura 6.13, losnalis aqui no son tan satisfactorios
ya que el valor de Ranterior fue de 0,99998. Lo que corrobora questhmeuronal
desarrollada fue sumamente satisfactoria y su pedioce fue mas adecuada que la que
provee una aproximacion polinomial de orden 4.

Esta red creada y entrenada para este modelo trufzarpuede ser utilizada para
modelar y simular procesos de similares caracieagstEn el caso de este proceso la
composicidén de la alimentacion no fue constantelpajue esta red en particular no
podria utilizarse para optimizar el proceso. Eroagqise la condicion de alimentacion
fuera readecuada seria posible la adaptacionree fgara optimizar un proceso de estas

caracteristicas.
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6.7 Conclusiones

Se logré predecir el comportamiento de la operaciéndestilacibn molecular
mediante la aplicacion de la simulaciéon por medioredes neuronales artificiales. El
modelo implementado arrojé6 muy buenos resultadexsdsi despreciables los errores
producidos en la validacion de la red.

Es posible predecir valores de porcentajes dela@stproducido en la operacion
de destilacion molecular a partir de la composidérciertos compuestos y los datos de
presion de operacion y flujo de alimentacion.

Los resultados obtenidos demuestran que las rexesmales artificiales pueden
contribuir a la prediccion del comportamiento dedéstilacion molecular, anticipando
los valores de condiciones operativas que debeaioptarse para asegurar una
determinada cantidad de destilado producido, comprimer paso hacia el disefio de

un proceso o de un sistema de control automaticprdeeso en tiempo real.
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Conclusiones finales

En el marco de esta tesis se ha podido desartoll@quipamiento prototipo de
destilacion molecular construido en talleres naaliesy con la capacidad de separar
compuestos de similares presiones de vapor, ytaeeamolabilidad. Las eficiencias de
separacion obtenidas son comparables a aquellesidés con equipamiento de origen
aleman, y los costos de fabricacion resultaronifstgtivamente menores, sumado al
hecho de poder disponer de repuestos nacionalasparantenimiento y/o reparacion
del equipo cuando esto es necesario. Ademas, searalj funcionamiento de dicho
prototipo mediante la realizacion de diferentesepas posteriores al montaje del
equipo y se realizaron acciones correctivas queefiejaron en una operacion mas
sencilla y eficiente del prototipo.

En cuanto a la produccion de aceite esencial denmse ha podido concluir que
el caudal de vapor y la cantidad de romero utiizad influyen en el rendimiento de
aceite esencial producido. El rendimiento de a@stncial producido en este caso fue
de 1,53 £ 0,17 g aceite/ g romero seco Yy la congosidel aceite esencial de romero
obtenido responde al quimiotifiepineno.

Al analizar la influencia de las variables operasive la destilacion molecular se
concluyd que la presion de operacion y el flujo aienentaciéon influyen sobre la

cantidad de destilado que se produce. Se obsee/&aqresion de operacion y el flujo
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de alimentacién tuvieron influencia en la cantidaddestilado obtenido. A medida que
disminuye la presion y el flujo de alimentacionobéuvo mayor cantidad de destilado.
Y a su vez, estas condiciones operativas y el ptajede destilado obtenido influyen
en las composiciones de las fracciones que senebtie

El método de capacidad de captacion de radicdlesslpuede ser empleado para
determinar la actividad antioxidante del aceitenes¢ de romero. Los resultados
mostraron que el aceite esencial de romero tiena considerable capacidad
antioxidante.

La operacion de destilacion molecular es efectigea peparar y concentrar el
aceite esencial de romero. Se obtuvieron fraccigressduos) con mayor actividad
antioxidante que el aceite esencial de romero. Adellmay una marcada relacion entre
las fracciones obtenidas por destilacion molecude,grupos de compuestos que las
constituyen y su actividad antioxidante como atiapade radicales libres. Los
compuestos que se asocian a una mayor capacidexkidemte en las fracciones
analizadas soa-terpineol ycis-sabineno hidrato, ambos compuestos son monotespeno
oxigenados, presentes en mayor proporcion en $idu@s de la destilacion molecular.

Por otra parte, mediante el analisis de la estiuiloxidativa de aceite de girasol
enriguecido con las fracciones obtenidas y el acegencial de romero, se pudo
determinar que tanto las fracciones como el aesiéacial de romero poseen actividad
antioxidante mejorando la estabilidad del aceitayidasol durante su almacenaje. De
estas fracciones, los residuos presentaron los resejeomportamientos como
antioxidantes en el aceite de girasol.

Se logré predecir el comportamiento de la operaciéndestilacibn molecular
mediante la aplicacién de la simulacion por medicgaties neuronales artificiales, para
ello se cred y entrend una red capaz de reprobhscitatos obtenidos en las operaciones
de destilacion molecular. Mediante la red creadapesible predecir valores de
porcentajes de destilado producido en la operad#destilacion molecular a partir de
la composicion de ciertos compuestos y los datoprdsion de operaciéon y flujo de
alimentacion.

Los resultados obtenidos demuestran que las rexesmales artificiales pueden
contribuir a la prediccion del comportamiento delésstilacion molecular, anticipando

los valores de condiciones operativas que debeatioptarse para asegurar una
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determinada cantidad de destilado producido, comprimer paso hacia el disefio de
un proceso o de un sistema de control automaticprdeeso en tiempo real.

El aceite esencial de romero posee demostradadactiantioxidante. Sin embargo,
es una mezcla compleja de compuestos con difereptepiedades y capacidad
antioxidante. El proceso de destilacion molecwdaulta una herramienta Gtil para potenciar
el poder antioxidante del aceite esencial de romkrgrandose la concentracion de
diferentes tipos de compuestos, dando lugar aifnaes con mayor actividad y evitando el
deterioro por la utilizacion de temperaturas y joress reducidas. Dichas fracciones pueden
ser utilizadas como aditivos de origen naturalaeprbteccion de alimentos como el aceite

de girasol, susceptibles de deterioro por oxidad®itos lipidos.







Simbolo

Ac
AER
AERs
AG

AGAER

AGBHT

AGD4

AGR1

AGR4

AL500
Am

API
ANN

BC1
BDF 40
BSA 3

Nomenclatura

Unidades

Absorbancia de la solucion de control
Aceite esencial de romero

Aceites esenciales de romero

Aceite de girasol

Aceite de girasol enriquecido con aceite esen@al d
romero

Aceite de girasol enriguecido con antioxidante
comercial BHT

Aceite de girasol enriquecido con la fraccion de
destilado de la etapa 4 de las destilaciones efdatu
en serie de 4 etapas

Aceite de girasol enriquecido con la fraccion de
residuo de la etapa 1 de las destilaciones efez$ua
serie de 4 etapas

Aceite de girasol enriquecido con la fraccién de
residuo de la etapa 4 de las destilaciones efez$ua
serie de 4 etapas

Alimentador

Absorbancia de la solucién que contiene muestra
antioxidante

Indicador de Presion absoluta

Red Neuronal Atrtificial

Bomba de recirculacion de aceite térmico
Bomba difusora

Bomba rotativa
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CDD Colector de destilado
CDR Colector de residuo
%CRL  Capacidad de captacion de radicales libresepdual
CTF 100 Calefactor por termosifon

D Destilado
% D Peso del destilado g
Porcentaj til n funcion de la cantigad
% D/AER orcentajes de destilado en funcion de la ¢

AER alimentado en la primera etapa de la experenci
DC indice de dienos conjugados
DCC4 Destilador de camino corto
desv Desviacién del valor esperado que muestra la red
Porcentajes de destilado obtenido en funcion de la

% DIF cantidad alimentada en cada etapa
DM Destilacion molecular
ECs, Ea;gﬂi?n?;arr:f;g;que disminuye la concentramonrmg/mI i
F Alimentacion
FR Flujo de alimentacion ml/min
FID Detector de ionizacion de llama
HCV Vélvula de alimentacién
H8 Trompa de vacio
IC indice de concentracion del componente
P indice de perdxidos
IP; Respuesta al analisis de varianza para el IP
N Normalidad de la solucion de tiosulfato de sodio
m masa de la muestra utilizada
MV Vélvula micrométrica
OR Oleorresina de romero
P Presién de operaciéon bar
q Cantidad de neuronas de la capa de entrada
R Residuo
% R Peso del residuo g
R? Coeficiente de la regresion

Porcentajes de residuo en funcién de la cantidad de

% R/AER . . . :
ORI AER alimentado en la primera etapa de la experenci

% R/F Porcentajes de residuo obtenido en funcida de
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cantidad alimentada en cada etapa

S Volumen de solucion de tiosulfato de sodio utilizad ml
en la titulacién

T Temperatura °C
TC indice de trienos conjugados
UA unidades de absorbancia

" valor de bias correspondiente a las conexionea de |

neurona;
Vij sesgo de la capa de salida (bias)
Voi sesgo de la capa oculta (bias).
VPFT Calefactor de aceite térmico
w peso de la corriente | g
W Valor de pesos correspondiente a las conexions de
L neuronax;

Wik Pesos de las neuronas de la salida

X composicién % p/p
Xi Neuronas de la capa de entrada

, Valor de entrada correspondiente a una neurona de |

! capa de entrada de la ANN
X; salida de la capa de entrada
ye salida esperada
Vin k La entrada a la unidax
Yk La salida de la unida¥,
Yk Neurona de salida

yn salida de la ANN

Zin j Entrada a cada neurona de la capa oculta

Z; Salida de cada neurona de la capa oculta

Z neuronas de la capa oculta

Letras griegas Unidades
o Tasa de aprendizaje.
a; Efecto del tiempo sobre la respuesta
S Coeficientes de la regresion
Og Porcion del error salida hacia las unidades daja c
ocultaz,.

Ok Porcion del error para la salida de la unittad
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& Efecto de la interaccion tiempo*tratamiento (error
experimental)

Vi jk Error de muestreo

n Rendimiento porcentual de operacion de o
hidrodestilacion de romero GaceitéGromero base seca

n Rendimiento porcentual de la operacion de DM
Media general

T Efecto de cada uno de los tratamientos (muestras
analizadas)

Subindices
A En la alimentacién

i del componenteislentificados
j de la corriente destilado (D), residuo (R)
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Anexo |

A continuacién se presentan las concentracioneslimgentos porcentuales e
indices de concentracion de los componentes masnpsnvolatiles en los destilados y
en los residuos de las fracciones obtenidas pdiatedn molecular en serie de cuatro

etapas detalladas en el capitulo 4.
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Gréficas de concentraciones de los compuestos masignos volatiles en los destilados.

L L L i

----#--- g-pineno = < - canfeno —=a— f-pineno mirceno

-=%--limoneno - %-= 1,8-cineol —e -cimeno —— alcanfor

Figura I.1;: Composicion (%p/p) de los compuestos mas volaiews destilados.

linalol ----=--- B-cariofileno
—— cis - sabineno hidrato a-terpineol
pB-cariofileno epoxi —=& - Tetrametil...hexadecapentaeno
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Figura 1.2: Composicién (%p/p) de los compuestos menos vetath los destilados.

Gréaficas de rendimientos porcentuales de los compsids mas y menos volatiles en los

destilados.

40

----®:ec g-pineno - <+ —canfeno —&— B-pineno mirceno

-=%--limoneno - %= 1,8-cineol —e- -cimeno —— alcanfor

Figura 1.3: Rendimiento porcentuah) de los compuestos mas volatiles en los destilados

—+— alcanfor linalol
----=--- B-cariofileno —&—cis - sabineno hidrato
a-terpineol pB-cariofileno epoxi

—= - Tetrametil...hexadecapentaeno
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Figura 1.4: Rendimiento porcentuah) los compuestos menos volatiles en los destilados.

Gréaficas de indices de concentracion de los comptes mas y menos volatiles en los

destilados.
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60 -
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---+#--- g-pineno = + - canfeno —#&— f-pineno mirceno

-=%--limoneno - x— 1,8-cineol —e -cimeno —+— alcanfor

Figura I.5: indices de concentracion (IC) de los compuestas volatiles en los destilados.
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Figura 1.6: indices de concentracion (IC) de los compuestasmomegolatiles en los destilados.

Graficas de concentraciones de los compuestos masgnos volatiles en los residuos.

—=— f-pineno mirceno
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— + — canfeno
—— alcanfor
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Figura I.7: Composicion (%p/p) de los compuestos mas votaditelos residuos.
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Figura 1.8: Composicion (%p/p) de los compuestos menos vasatitelos residuos.

Gréaficas de rendimientos porcentuales de los compsids mas y menos volatiles en los

residuos.
120
100 [ T
80
60
=
40
20
0
R1 R2 R3 R4
-+++®:++ @-pineno - < —canfeno —a— f-pineno mirceno
-=%=-|imoneno - %= 1,8-cineol —e@ - Ccimeno —+— alcanfor

Figura 1.9: Rendimiento porcentuah) de los compuestos mas volatiles en los residuos.
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Figura 1.10: Rendimiento porcentuah) de los compuestos menos volétiles en los residuos

Gréficas de concentraciones de los compuestos masmenos volatiles en los
residuos.
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Figura 1.11: indices de concentracién (IC) de los compuestosvokigiles en los residuos.
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BIB) [
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Figura 1.12: indices de concentracion (IC) de los compuestoomealatiles en los residuos.
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A continuacién se presentan los programas implesaest en Matlab para la
creacion, entrenamiento y validacion de la red owalr artificial con estructura
backpropagation que evalla el efecto de la presion de operadigyo, de alimentacion
y composiciones de la entrada sobre el porcenwjdedtilado obtenido. Ademas se
presentan los resultados detallados de la implexiémt de las redes y programas

implementados para realizar distintos graficosuerin de la red creada.
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Programa de implementacion de la red seleccionada:

% netdest

A=[0.1577 0.1577 0.1577 0.1577 0.1110 0.0540
0.0600 0.0246 0.1577 0.0646 0.0317];
B=[0.0531 0.0531 0.0531 0.0531 0.0387 0.0200
0.0230 0.0099 0.0531 0.0246 0.0124];
C=[0.0153 0.0153 0.0153 0.0153 0.0116 0.0062
0.0077 0.0034 0.0153 0.0084 0.0041];
D=[0.0565 0.0565 0.0565 0.0565 0.0456 0.0257
0.0307 0.0134 0.0565 0.0344 0.0154];
E=[0.0290 0.0290 0.0290 0.0290 0.0251 0.0158
0.0213 0.0105 0.0290 0.0226 0.0120];
F=[0.2924 0.2924 0.2924 0.2924 0.2624 0.1811
0.2174 0.1262 0.2924 0.2239 0.1375];
G=[0.0407 0.0407 0.0407 0.0407 0.0362 0.0245
0.0335 0.0170 0.0407 0.0350 0.0191];
H=[0.2033 0.2033 0.2033 0.2033 0.2295 0.2548
0.3311 0.3149 0.2033 0.3191 0.3188];

1=[0.0256 0.0256 0.0256 0.0256 0.0304 0.0434
0.0496 0.0579 0.0256 0.0458 0.0552];

J=[0.0260 0.0260 0.0260 0.0260 0.0288 0.0470
0.0518 0.0858 0.0260 0.0503 0.0868];
K=[0.0135 0.0135 0.0135 0.0135 0.0287 0.0231
0.0274 0.0335 0.0135 0.0246 0.0328];

L=[0.0305 0.0305 0.0305 0.0305 0.0361 0.0534
0.0687 0.0898 0.0305 0.0651 0.0922];
M=[0.0095 0.0095 0.0095 0.0095 0.0117 0.0218
0.0115 0.0354 0.0095 0.0124 0.0295];
N=[0.0172 0.0172 0.0172 0.0172 0.0196 0.0332
0.0189 0.0667 0.0172 0.0238 0.0608];
PR=[0.1446 1.0000 0.6386 1.0000 0.6627 0.0000
0.1867 0.0542 1.0000 0.1867 0.0542];
FL=[0.5957 0.2766 1.0000 0.2128 0.1064 0.0000
0.0340 0.0894 0.1064 0.1085 0.0766];
R=[0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000];

% Datos de entrada y salida de la red

in=[A; B; C; D; M; N; PR; FL];

DF=[1.0000 0.2760 0.3269 0.0221 0.0000 0.3453
0.1648 0.1872 0.2619 0.1447 0.0305];

out=[DF];

% Creacion de la red

netdest= newff(in,out,[10 1]{ ‘tansig’ , 'logsig’

0.0999

0.0364

0.0116

0.0452

0.0272

0.2714

0.0413

0.2692

0.0364

0.0366

0.0190

0.0468

0.0090

0.0143

0.4578

0.0830

1.0000

0.2629

}, ‘trainim’

);
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% Entrenamiento de la red creada

netdest.divideParam.trainRatio = 100/100; % Adjust as desired
netdest.divideParam.valRatio = 0/100; % Adjust as desired
netdest.divideParam.testRatio = 0/100; % Adjust as desired

netdest.trainParam.epochs = 400;
netdest.trainParam.goal = 1le-4,
netdest.trainParam.max_fail = 1000;
netdest.trainParam.Ir = 0.2;
netdest.trainParam.mc = 0.9;
netdest.trainParam.min_grad= 1e-30;
[netdest,tr39,y39,error39]=train(netdest,in,out)

save netdest
% Validacion de la red
% Datos para validacién

AP=[0.0831 0.1577 0.1085];
BP=[0.0299 0.0531 0.0387];
CP=[0.0093 0.0153 0.0121];
DP=[0.0385 0.0565 0.0491];
EP=[0.0215 0.0290 0.0276];
FP=[0.2321 0.2924 0.2707];
GP=[0.0317 0.0407 0.0408];
HP=[0.2321 0.2033 0.2488];
IP=[0.0352 0.0256 0.0332];

JP=[0.0349 0.0260 0.0346];

KP=[0.0182 0.0135 0.0170];
LP=[0.0409 0.0305 0.0404];
MP=[0.0148 0.0095 0.0117];
NP=[0.0252 0.0172 0.0227];
PRP=[0.2892 0.3976 0.4578];
FLP=[0.1064 0.7021 0.0234]:
RP=[0.0000 0.0000 1.0000];

inP=[AP; BP; CP; DP; MP; NP; PRP; FLP];

DFP=[0.1229 0.4541 0.3131];

% Simulacién después de entrenar

s$39= sim(netdest,inP)
d39= s39-DFP

% Error generado en la validacion de la red

desv39= (d39./DFP)*100
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Tabla 1l.1: Resultados de las ANN estudiadas.

Funciones de

Variables de Regla de : transferencia Neuronas 2
o Goal Iteraciones en capa R desv
entrada aprendizaje Capa Capa oculta
entrada  oculta
A;B 48.177(
PF,Q' F,L trainlm le-4 1000 logsig tansig 5 0,99937 33.999(
' 58.254:
AB 57.788:
PF,Q' F,L trainlm le-4 1000 logsig tansig 10 0,99993 42.761¢
' 69.603t
A;B 28.324°
i trainim le-4 1000 logsig tansig 15 0,91972 80.163«
PR; FL .
-49.629.
AB 43.557"
i traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 5 0,94269 1.1339
PR; FL
-48.826
A;B 39.430¢
L traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 10 0,9099124.312¢
PR; FL .
-46.727
A;B 24.896°
L traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 15 0,9215435.746¢
PR; FL .
-50.872:
SR~ P M- N- 8.668¢
ABC _D’ M; N; trainlm le-3 1000 tansig logsig 5 0,99266 53.727:
PR; FL
20.339:
‘RO M- N- -1.4302
A B G D M N; trainlm le-4 400 tansig logsig 10 0,99998 -5.223¢
PR: FL 6.6794
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Tabla I1.1 (Continuacién): Resultados de las ANN estudiadas.

Funciones de

PR; FL

Variables de Regla de | ) transferencia Neuronas »
trada aprendizaje Ir Goal Iteraciones en capa desv
. Capa Capa oculta
entrada  oculta
; B; C; D; M; N; 2.2767
A; B,PCF,{.DF,LM, N; trainlm le-4 400 tansig logsig 15 0,99999 29.929¢
, 26.833¢
. B~ A M- N- -17.875(
A B G .D’ M; N; trainlm le-3 1000 logsig tansig 5 0,99227-18.807¢
PR; FL
-5.1412
. B~ A M- N- 24.487¢
A B,PCF,{.DF,LM, N; trainlm le-4 1000 logsig tansig 10 1 -10.158
, 11.804(
. B~ [ M- N 41.038°
A; B,PCF,{.DF,LM, N; trainlm le-4 1000 tansig tansig 15 0,99983 16.541!
, 43.801¢
. B~ [ M- N 36.940!
A B G .D’ M; N; traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 5 0,9111215.973(
PR; FL (
-45.322:
. B~ A M- N- 34.131¢
A B G .D’ M; N; traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 10 0,9102247.505.
PR; FL
-39.440!
C B~ R M- N- 30.541¢
A B G .D’ M; N; traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 15 0,9373617.912¢
PR; FL ’
-34.135:
. . . . . . . . . 3'0886
ABCDEJLMN trainlm le-4 1000 logsig tansig 5 0,91512-26.352:

16.250:
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Tabla 1.1 (Continuacion): Resultados de las ANN estudiadas.

Funciones de

Variables de Regla de iteraci transferencia ~ Neuronas R?
trada aprendizaje Goal Iteraciones en capa desv
en Capa Capa oculta
entrada  oculta
11.134.
A B G IEREF]]_ LMN; trainim le-4 1000 logsig tansig 10 1 -0.747:
’ 65.568(
17.626:
A B G D; E gL MN; trainlm le-4 1000 logsig tansig 15 0,92854 62.059¢
PR; FL
-53.811¢
17.476¢
A B G D; E gL MN; traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 5 0,9666157.662¢
PR; FL
-0.7786
21.564
ABCGDEJLLMN traingdm 02 1e-3 4000  logsig  tansig 10 0,9163228.756
PR; FL .
-25.043.
R P E Tl M- N -19.553(
A B G D E gL MN; traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 15 0,9722746.295(
PR; FL
7.2224
2.122(
AB G D E FPI(?B ||:_|L LKL MN; trainlm le-4 1000 logsig tansig 5 1 116.734
’ 44.202:
48.472°
AB G DIEF G_’ L KL M NS trainlm le-4 1000 logsig tansig 10 1 -144.976l
PR; FL )
52.572:
28.324°
AB G DIEF G_’ L KL M NS trainim le-4 1000 logsig tansig 15 0,919720102.741!
PRIFL -49.629:.
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Tabla 1.1 (Continuacion): Resultados de las ANN estudiadas.

Funciones de

Neuronas

Variables de Regla de : transferencia »
. Ir Goal Iteraciones en capa R desv
entrada aprendizaje Capa Capa oculta
entrada  oculta
13.118¢
AB G D E FPF? ||:_|L LKL MN; traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 5 0,9732 56.939.
' 17.733:
21.010¢
AB G D E FPF? ||:_|L LKL MN; traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 10 0,9199235.520(
' -14.416°
35.938:
AB G D E FPF? ||:_|L LKL MN; traingdm 0,2 le-3 4000 logsig tansig 15 0,9694951.485!
' 19.658t¢
CRAE T -33.427
A B D; EPll?: SL Hi L gL trainim le-5 4000 tansig logsig 15 0,9999 39.925:
' -24.594.
CRAE T -45.732:
A B D; EPll?: SL Hi L gL traingdm 0,2 le-3 4000 tansig logsig 15 0,9689 53.767:
' -2.3084
R P E - 49.780(
AB |2RE|:I|:_ G H; trainim le-4 400 tansig logsig 15 1 8.1777
' -28.585°
R P E - -46.939¢
A B |[1REFIIZ_ G H; trainlm le-4 1000 tansig logsig 15 0.99927 4.318¢
' 39.239¢
R P E - 7.372:
A B |[1REFIIZ_ G H; trainlm le-4 400 tansig logsig 20 0,93067-21.082"
' -10.285:
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Arquitectura y resultados de la red elegida para eimodelado de la destilacion

molecular:

netdest =
Neural Network object:
architecture:
numlnputs: 1
numlLayers: 3
biasConnect: [1; 1; 1]
inputConnect: [1; 0; 0]
layerConnect: [000;100;010]
outputConnect: [0 0 1]
numOutputs: 1 (read-only)
numlinputDelays: 0 (read-only)
numlayerDelays: 0 (read-only)

subobject structures:
inputs: {1x1 cell} of inputs

layers: {3x1 cell} of layers
outputs: {1x3 cell} containing 1 output

biases: {3x1 cell} containing 3 biases
inputWeights: {3x1 cell} containing 1 input weight
layerWeights: {3x3 cell} containing 2 layer weights

functions:
adaptFcn: 'trains'
divideFcn: 'dividerand'
gradientFcn: 'gdefaults’
initFen: 'initlay’
performFcn: 'mse'
plotFcns: {'plotperform’,'plottrainstate’,'plotregression'}

trainFcn: 'trainlm’

parameters:
adaptParam: .passes
divideParam: .trainRatio, .valRatio, .testRatio
gradientParam: (none)
initParam: (none)

performParam: (none)
trainParam: .show, .showWindow, .showCommandLine, .epochs,

.time, .goal, .max_fail, . mem_reduc,
.min_grad, .mu, .mu_dec, .mu_ing,
.mu_makx, .Ir, .mc

weight and bias values:
IW: {3x1 cell} containing 1 input weight matrix

LW: {3x3 cell} containing 2 layer weight matrices
b: {3x1 cell} containing 3 bias vectors
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other:
name: "
userdata: (user information)

tr39 =
trainFcn: 'trainim’
trainParam: [1x1 struct]
performFcn: 'mse’
performParam: [1x1 struct]
divideFcn: 'dividerand'
divideParam: [1x1 struct]
trainind: [123456789101112]
valind: [1x0 double]
testind: [1x0 double]
stop: 'Performance goal met.'
num_epochs: 46
best_epoch: 46
goal: 1.0000e-004
states: {1x8 cell}
epoch: [1x47 double]
time: [1x47 double]
perf: [1x47 double]
vperf: [1x47 double]
tperf: [1x47 double]
mu: [1x47 double]
gradient: [1x47 double]
val_fail: [1x47 double]

y39 =
Columns 1 through 8

1.0001 0.2722 0.3266 0.0209 0.0021 0.3439 0.2635 0.1634
Columns 9 through 12
0.1849 0.2622 0.1467 0.0288

error39 =
Columns 1 through 8

-0.0001 0.0038 0.0003 0.0012 -0.0021 0.0014 -0.0006 0.0014
Columns 9 through 12
0.0023 -0.0003 -0.0020 0.0017

DFP =
0.1229 0.4541 0.3131

s39 =
0.1211 0.4304 0.3340

d39 =
-0.0018 -0.0237 0.0209
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desv39 =
-1.4302 -5.2238 6.6794

Reduccion de dimensiones en datos de entrada dedal utilizando Componentes
Principales:

Andlisis de componentes principales

Dat os origi nales (no estandarizados)
Casos | eidos 15

Casos omitidos O

Variables de clasificacion

Caso

Autovalores

Lambda Valor ProporciénProp Acum
10,135 0,627 0,627
2 0,080 0,369 0,997
3 0,001 0,003 1,000
49,3E-05 4,3E-04 1,000
53,1E-06 1,4E-05 1,000
69,0E-07 4,2E-06 1,000
73,4E-08 1,6E-07 1,000
81,8E-09 8,3E-09 1,000

Autovectores
Variables el e2
A 0,120 0,045
B 0,038 0,014
C 0,010 0,003
D 0,035 0,010
M -0,015-0,002
N -0,027-0,003
PR 0,920-0,378
FL 0,369 0,925

Correlaciones con las variables originales
Variables CP 1 CP 2

A 0,879 0,254

B 0,876 0,241

C 0,866 0,219

D 0,846 0,186

M -0,657-0,066

N -0,611-0,046
PR 0,954-0,301
FL 0,461 0,887
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CP1 CP2
-0,126 0,447
0,146 0,449
0,477 0,634
0,519 -0,230
0,163 -0,205
-0,185 -0,065
-0,495 -0,055
0,543 -0,171
-0,035 -0,149
-0,309 -0,094
-0,418 0,005
0,480 -0,329
-0,057 -0,204
-0,280 -0,025
-0,421 -0,006

Programa para realizar la grafica de los valores adienidos en la red §al exp) en
funcién de las componentes CP1y CP2 (Figura 6.16):

function [fitresult, gof] = createSurfaceFit(CP1, CP2, Outb )
%CREATESURFACEFIT(CP1,CP2,0UTB)

% Fit surface to data.

% Data for 'untitled fit 1' fit:

%  Xlnput: CP1

% Y Input: CP2

%  Zoutput: Outb

%  Weights : (none)

% Output:

% fitresult : an sfit object representing the fit.
%  gof : structure with goodness-of fit info.

% See also FIT, SFIT.

% Auto-generated by MATLAB on 26-Oct-2014 09:57:13

%% Initialization.

% Convert all inputs to column vectors.

CP1 =CP1(2);
CP2 = CP2(2);
Outb = Outb(:);

%% Fit: 'untitled fit 1'.

ft = fittype( ‘poly41l" ),

opts = fitoptions( ft );

opts.Lower = [-Inf -Inf -Inf -Inf -Inf -Inf -Inf -I nf -Inf];
opts.Upper = [Inf Inf Inf Inf Inf Inf Inf Inf Inf];

opts.Weights = zeros(1,0);

[fitresult, gof] = fit( [CP1, CP2], Outb, ft, opts )i
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% Create a figure for the plots.
figure( ‘Name' , ‘untitled fit 1' );

% Plot fit with data.
subplot(2,1,1);

plot( fitresult, [CP1, CP2], Outb );
% Label axes

xlabel(  'CP1" ),

ylabel(  'CP2' ),

zlabel(  'Outb’ );

grid on

view( -121.5, 54);

% Make contour plot.

subplot( 2, 1, 2);

plot( fitresult, [CP1, CP2], Outb,
% Label axes

xlabel(  'CP1" ),

ylabel(  'CP2' ),

grid on

'Style'

'‘Contour’

);
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Divulgacion de resultados

Parte de los resultados obtenidos en este traleajbedis Doctoral dieron lugar a las

siguientes publicaciones y presentaciones en reasicientificas.
Trabajos publicados

“Oxidative Stability Of Sunflower Oil With The Adudlit Of Rosemary Essential Oil
Fractions Enriched In Antioxidant Activity ObtaineBy Short Path Molecular
Distillation”, Gabriela N. Mezza; Nelson R. Grosso; Héctor Radez; Maria F. Gayol

y Maria C. Prampard;ood Chemistryen etapa de revision.

“Obtention of Rosemary Essential Oil ConcentrateMbiecular Distillation and Free
Radical Scavenging Capacity Anal/siG. N. Mezza, A. V. Borgarello, J. D. Daguero,
M. C. Pramparolnternational Journal of Food Engineering (2) 147-153, 2013.

“Use of a free radical scavenging method on extrabtained by molecular distillation
from oregano essential 6jlA. V. Borgarello, G. N. Mezza, A. T. Soltermannivy C.

PramparoLatin American Applied Researcid: 25-30, 2014.

“D-limonene and Geranial fractionation from lemossential oil by molecular
distillation” P. C. Rossi, A. A. Willnecker, J. BerA. V. Borgarello, G. N. Mezza y M.
C. PramparolLatin American Applied Researchl: 81-85, 2011.

Presentaciones en reuniones cientificas
“Fraccionamiento de aceite esencial de romero pstildcion molecular’. G. Mezza,

A. Borgarello, M. Gayol y M. Prampar&ongreso Latinoamericano de Ingenieria y
Ciencias AplicadasMarzo de 2012.
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“Estudio de la influencia de variables operativadaeobtencién de fracciones de aceite
esencial de orégano mediante destilacion molecufarBorgarello, A. Solterman, G.
Mezza y M. PrampardCongreso Latinoamericano de Ingenieria y Ciencipcadas
Marzo de 2012.

“Influencia de condiciones operativas en la con@anin por destilacion molecular de
nutracéuticos presentes en el aceite esenciahgerod, G. N. Mezza, J. A. Zygadlo, A.

V. Borgarello y M. C. Prampar®,| Congreso Argentino de Ingenieria Quimi2al0.

“Utilizacion de un método de captacion de radicdileses para la determinacion de
propiedades antioxidantes de aceite esencial dgamoéconcentrado por destilacion
molecular”, A., Borgarello; A., Soltermann; G., M@z M. Pramparoy| Congreso
Argentino de Ingenieria Quimica010.
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