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EFECTO DE LA CURVA DE TEMPERATURA EN EL PROCESO DE
EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE NARANJA “Citrus Sinensis”
ASISTIDO POR MICROONDAS LIBRE DE SOLVENTES EN SU
RENDIMIENTO, COMPOSICION Y ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

RESUMEN

La extraccidn asistida por microondas (MAE por sus siglas en inglés) es una técnica
relativamente nueva que ha recibido una atencién creciente debido a su menor tiempo
de extraccion y consumo de energia, mayor rendimiento de compuestos de interés y
menor consumo de disolvente. En la presente investigacion se empled la extraccion
por microondas libre de solventes (SFME por sus siglas en inglés) para la obtencion
de aceite esencial a partir de cascara de naranja, a diferentes condiciones de potencia
(400, 800 W, y sus combinaciones) y tiempo. El objetivo fue evaluar el efecto de la
curva de temperatura- como consecuencia de las diferentes condiciones de potencia y
tiempo- sobre el rendimiento del aceite esencial obtenido, asi como sobre su
composicion y actividad antimicrobiana. Los mas altos rendimientos de extraccion
correspondieron a los aceites sometidos a 400 W y a 800/400 W, siendo este ultimo el
que conllevd un menor gasto de energia y emision de CO.. En general, todos los aceites
presentaron los mismos compuestos mayoritarios (limoneno, - mirceno, linalool y a-
pineno), presentando 5 compuestos minoritarios adicionales el aceite sometido a 400
W, en cantidades menores a 0,23% cada uno. Sobre la actividad antimicrobiana, en
general se detectd mayor actividad contra Listeria Monocytogenes respecto a
Escherichia coli en todos los tratamientos, siendo los aceites obtenidos a 800/400,
400/800 y 400 W los que presentan similar y mayor actividad contra L.
Monocytogenes, y los aceites obtenidos a 800, 800/400 y 400/800 los que presentan
similar y mayor actividad contra E. coli. Finalmente, se tuvo como objetivo disefiar
una linea de produccion piloto de extraccion de aceite esencial de cascara de naranja

por SFME, la cual se detalla en esta investigacion.



ABSTRACT

Microwave assisted extraction (MAE) is a relatively new technique that has received
increasing attention due to its reduced extraction time and energy consumption, higher
yield and lower solvent consumption. In the present investigation, solvent free
microwave extraction (SFME) was used to obtain orange peel essential oil, at different
power conditions (400, 800 W, and their combinations) and time. The aim was to
evaluate the effect of the temperature curve- as consequence of the different power and
time condition- on the yield, composition and antimicrobial activity of the essential oil
obtained. The highest extraction yields were obtained using 400 and 800/400 W,
corresponding the lower energy and CO> emission generated to the latter. In general,
all the oils had the same major components (limonene, - myrcene, linalool and a-
pinene), having additionally, the oil obtained at 400 W, five minor compounds, in
amounts less than 0,23% each one. About the antimicrobial activity, in general, greater
activity against L. monocytogenes was detected in comparison with E. coli in all the
treatments, being the oils obtained under the power of 800/400, 400/800 and 400 W,
the ones with similar and highest activity against L. monocytogenes; and the oils
obtained under the power of 800/400, 400/800 and 400 W the ones with similar and
highest activity against E. coli. Finally, the objective of designing a pilot production
line for the extraction of essential from orange peel by microwave free of solvent

(SFME), is detailed in the present investigation.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

Los aceites esenciales de plantas aromaticas, son productos necesarios para diferentes
industrias, como son la industria alimentaria y de bebidas, de cosméticos, perfumes,
farmacéutica/ medicinal; teniendo aplicacion terapéutica debido principalmente a sus
propiedades antisépticas; como preservante de alimentos, por sus propiedades
antibacterianas y antioxidantes; e incluso como insecticidas y acaricidas (Kusuma y
Mahfud, 2017).

Esto aunado a la actual tendencia creciente de consumo de productos naturales y con
propiedades funcionales, hace de este producto una opcion atractiva para el
aprovechamiento en particular de plantas nativas con conocidas propiedades
terapéuticas, asi como de subproductos derivados de algunas industrias como son las
cascaras de citricos; pudiendo obtener un producto de mayor valor agregado, y

reduciendo a la par la generacion de residuos solidos con propiedades funcionales.

Sin embargo, los métodos convencionales para obtener aceite esencial, como la
extraccion por arrastre de vapor y la hidrodestilacion, que involucran altas
temperaturas, tiempos prolongados y altos consumos de energia; pueden ir en

desmedro de los componentes bioactivos que éstos contienen (Li et al., 2012).

Por otra parte, se cuenta con una técnica emergente que requiere menores tiempos de
extraccion y gastos de energia, y resulta en mejores rendimientos. Se trata de la
extraccion asistida por microondas (MAE) (Franco-Vega et al., 2015), que incluso, es
reconocida como una técnica que aumenta la calidad de los aceites esenciales y reduce
el consumo de solventes, viéndose la contaminacion y costos de recuperacion de la
muestra disminuidos. Estudios anteriores han revelado, sin embargo, que las
condiciones de potencia y tiempo, tienen impacto en el rendimiento y caracteristicas

del aceite esencial a obtener (Kusuma y Mahfud, 2016).

En esta investigacion, se estudié el proceso de extraccion de aceite esencial de cascara
de naranja asistido por microondas libre de solventes a diferentes potencias (en una y
dos etapas), evaluando el rendimiento de extraccion del aceite esencial, su
composicion y su actividad antimicrobiana. Adicionalmente, se disefié una linea de
produccidn piloto de extraccion de aceite esencial a partir de cascara de naranja por
SFME.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General

El objetivo de este trabajo es estudiar el proceso de extraccion de aceite esencial de
cascara de naranja asistido por microondas libre de solventes a diferentes condiciones
de potencia y tiempo (en una y dos etapas), y evaluar los efectos de la curva de
temperatura en el tiempo (dada como consecuencia de la potencia y tiempo establecido
en cada caso), en el rendimiento de extraccion del aceite esencial, su composicion y
su actividad antimicrobiana. Adicionalmente, se tiene como objetivo disefiar una linea
de produccion piloto de extraccion de aceite esencial a partir de cascara de naranja por
SFME.

1.1.2 Objetivos Especificos

Objetivo 1: Evaluar el efecto de la curva de temperatura durante el proceso de

extraccion, en el rendimiento del aceite esencial de naranja.

Objetivo 2: Evaluar el efecto de la curva de temperatura durante el proceso de

extraccion, en la composicion del aceite esencial de naranja.

Objetivo 3: Evaluar el efecto de la curva de temperatura durante el proceso de

extraccion, en la actividad antimicrobiana del aceite esencial de naranja.

Obijetivo 4: Disefiar una linea de produccion piloto de extraccion de aceite esencial a

partir de cascara de naranja por SFME.

1.2 Hipotesis
1.2.1 Hipotesis nulas

Ho: La curva de temperatura en el tiempo, tiene un efecto significativo sobre el

rendimiento del aceite esencial.

Ho: La curva de temperatura en el tiempo, tiene un efecto significativo sobre la

composicion del aceite esencial.

Ho: La curva de temperatura en el tiempo, tiene un efecto significativo sobre la

actividad antimicrobiana del aceite esencial.

12



1.2.2 Hipotesis alternativas

Hi: La curva de temperatura en el tiempo, no tiene un efecto significativo sobre el

rendimiento del aceite esencial.

Hi: La curva de temperatura en el tiempo, no tiene un efecto significativo sobre la

composicion del aceite esencial

Hi: La curva de temperatura en el tiempo, no tiene un efecto significativo sobre la

actividad antimicrobiana del aceite esencial.

1.3 Justificacion

Cada afio, el consumo de aceites esenciales aumenta aproximadamente 8-10%, no sélo
en Indonesia, que es la fuente mundial productora de aceites esenciales, sino también
en otros paises. Esta tendencia se ve reforzada por la mayor demanda de aceite esencial
por parte de la industria de perfumes, cosméticos y cuidado de la salud. También es
impulsada por la orientacion de los consumidores hacia productos naturales y con
propiedades funcionales, como los aceites esenciales por ejemplo, o los productos que

pueden contenerlos en su formulacion (Kusuma y Mahfud, 2017).

Particularmente, Chen et al. (2016) afirma que los aceites esenciales producidos a
partir de cascara de citricos, son generalmente reconocidos como seguros, y tienen un

amplio espectro de bioactividades, tales como efectos antiinflamatorios y ansioliticos.

Por otra parte, como consecuencia de los altos niveles de consumo de citricos, se
derivan grandes cantidades de subproductos, lo que plantea una serie de problemas
(por ejemplo, desechos organicos, pérdida de valor econémico); por lo que la
produccién de aceite esencial a partir de estos subproductos, es una opcién para
agregar valor a los mismos que permite también aprovechar sus propiedades
funcionales, reduciendo ademas, los residuos organicos que pudieran generarse. El
Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (2019) revela que la produccion
nacional de naranja se ha incrementado en 13% entre el 2013 y 2017. En el 2017, la
produccion fue de 498,5 t, considerando que la céscara representa en peso
aproximadamente el 20% del total, el residuo de cascara de naranja derivado de esta

produccién es de 99,7 t aproximadamente.
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Sin embargo, el alto consumo de energia, tiempos prolongados de operacion y su
acondicionamiento previo de la materia prima implicados en los procesos de
extraccion convencionales; contribuyen a los elevados costos del aceite esencial
producido y pueden resultar en un menor contenido de compuestos de interés como
los sesquiterpenos por ejemplo, que son compuestos con diversas propiedades
terapéuticas (Li et al., 2012).

La presente investigacion aplicada esta orientada a estudiar un proceso de extraccion
asistido por microondas, que, segun Kusuma y Mahfud (2017), es catalogado como un
“método verde”, que hace posible obtener aceite esencial a un menor costo, ya que
involucra menor cantidad de operaciones unitarias, mano de obra, energia y tiempo; y
conservando a su vez la mayor cantidad de compuestos de interés en comparacion a
otros métodos convencionales; lo cual puede verse reflejado entre otras caracteristicas,

en su composicion y actividad antimicrobiana.

Se ha demostrado que la extraccion por microondas es una técnica eficiente respecto
a los métodos tradicionales. Dentro de este proceso, las condiciones de extraccion son
cruciales para el performance del mismo, asi como para el rendimiento final del

producto (Bustamante et al., 2016).

Por lo mencionado, se propone estudiar el comportamiento de la extraccion por
microondas, en una y dos etapas, con el objetivo de evaluar el efecto de la curva de
temperatura en el tiempo respecto al rendimiento, composicion y actividad

antimicrobiana del aceite esencial de la cascara de naranja.

1.4 Antecedentes

Los métodos de extraccion con microondas han tenido un fuerte impacto en la
eficiencia de diversos procesos en la industria quimica, farmacéutica y de alimentos.
Las técnicas de extraccion verde estan disefiadas para obtener productos naturales no
desnaturalizados a partir de materiales vegetales, a la vez que ahorran energia,
favorecen la seguridad y reducen las operaciones unitarias y los costos de mano de
obra. La extraccion por microondas es un ejemplo de un método de extraccion verde

que se ha aplicado para adquirir aceites esenciales (Chen et al., 2016).
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Li et al. (2012) estudiaron la extraccién por microondas del aceite esencial (AE) de
Dryopteris fragrans y su actividad antioxidante, logrando un rendimiento maximo de
extraccion del 0,33% en condiciones Optimas de tiempo de extraccion 34 min, potencia
de irradiacion 520W y humedad 51%. Estos autores mencionan que la SFME es un
protocolo alternativo prometedor para la obtencion de aceites esenciales (AESs) a partir
de materiales vegetales.

Qietal. (2014) investigaron la extraccion por microondas sin solvente (SFME) del AE
a partir de las hojas de arveja y su actividad antibacteriana. Los parametros éptimos
fueron: tiempo de extraccion 44 min, potencia de irradiacion 660 W y humedad 68%,
con rendimiento de extraccion de 0,330 (% p / p). Los principales componentes fueron
sesquiterpenos (72,89%). EI AE mostr6 una actividad antimicrobiana mas fuerte
contra Bacillus subtilis y Propionibacterium acnes. A partir de estos resultados, los
autores concluyeron que el método SFME es una excelente alternativa para la
produccion de AE de arveja, y de igual manera, que este aceite es una fuente potencial

de antimicrobianos naturales.

Lucchesi et al. (2006) estudiaron la extraccién por microondas sin solvente (SFME)
del AE de cardamomo (Elletaria cardamomum L.). Las semillas de cardamomo
tratadas por SFME y HD fueron observadas por medio de microscopia electronica de
barrido (SEM). Las micrografias proporcionan més evidencia de la destruccion de las
semillas de cardamomo tratadas con SFME, en contraste con la destilacion hidraulica

convencional.

Kusuma y Mahfud (2017) sometieron las hojas de Pogostemon cablin a
hidrodestilacion asistida por microondas (MAHD) y extraccion por microondas sin
solventes (SFME), respectivamente. Al realizar una comparacion entre MAHD y
SFME respecto al método tradicional de hidrodistilacion (HD); observaron que los
métodos asistidos por microondas poseen grandes ventajas sobre los métodos
alternativos tradicionales: tiempos de extraccion mas cortos (66 min para MAHD y 45
min para SFME versus 417 min para HD); rendimientos casi iguales (2,177% para
MAHD vy 2,374% para SFME versus 2,622% para HD); menor consumo eléctrico
relativo (1,509 kW-h / g EO para MAHD y 0,417 kW-h / g EO para SFME frente a
13,821 kW-h / g EO para HD); y menores cantidades relativas de emisiones de CO-
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(1,207 kg CO2 / g EO para MAHD vy 0,334 kg CO. / g EO para SFME versus 11,056
kg CO. /g EO para HD).

Bustamante et al. (2016), aplicaron la hidrodestilacion asistida por microondas
(MAHD) para procesar AE de residuos humedos de cascara de citricos, obteniendo un
rendimiento de 1,8 + 0,1% (en base seca) para la elaboracion de AE de naranja Navel
Navelate. Al aplicar un método convencional (hidrodestilacion) para la produccion del

mismo aceite, obtuvieron un rendimiento de 1,7 + 0,1% (en base seca).

Liu et al. (2018), concluyeron que la SFME funciona mejor que la hidrodistilacion
convencional para la obtencion de AE de hojas de Cinnamomum camphora; respecto
a la eficiencia de extraccion (3,51 = 0,12% en 23 min versus 3,35 + 0,10% en 240
min), capacidad de extraccion (3,67% versus 3,51%), contenido de compuestos
oxigenados (83,93% versus 74,81%), consumo de energia (0,22 kW-h versus 4 kW-h)
e impacto ambiental (177,87 g CO- versus 3200 g CO>). Con estos resultados se mostrd
que el proceso SFME es un método eficiente, que ahorra tiempo, energia y es
ecologico; representando un protocolo alternativo con gran potencial, preferible a la

técnica tradicional de extraccion de AE de C. camphora y otras matrices de plantas.

De igual manera, Chen et al. (2016) procesaron céascaras de pomelo bajo el método de
extraccion por microondas sin solvente (SFME), encontrando que la SFME fue
superior al método de hidrodistilacién convencional (HD) en términos de eficiencia de
extraccion y rendimiento. El andlisis de cromatografia para ver la composicion

quimica, mostré que la SFME no altero la calidad de los AEs.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Definicién y usos del aceite esencial

El aceite esencial (AE), cominmente conocido como aceite volatil, es un compuesto
fluido, que puede ser extraido de diversas partes de las plantas, como raices, cortezas,
tallos, hojas, frutos, semillas o flores; por lo general por arrastre con vapor. El aceite
esencial producido a partir de plantas arométicas es un producto de exportacion,
necesario para diferentes industrias, como la industria de alimentos y bebidas, de
perfume, cosméticos y productos farmacéuticos/ medicinales (Kusuma y Mahfud,
2017).

Los aceites esenciales de plantas naturales, han exhibido ampliamente propiedades
antioxidantes, antirradicales y antibacterianas. Ahora, han sido ampliamente utilizados
como ingredientes funcionales en las industrias alimentaria y farmacéutica. La
capacidad antibacteriana de los AEs es la razon de su amplia aplicacién en diversos
alimentos y bebidas para alargar su tiempo de vida en anaquel (Lou et al., 2017), evitar
entre otras cosas, problemas relativos a la salud, olores y/o sabores desagradables,
problemas en la textura o cambios en el color que basicamente son causados por los
sistemas enzimaticos o metabdlicos de los microorganismos principales que resultan
en la alteracién de alimentos (Viuda- Martos, et al., 2008). La creciente demanda de
los consumidores de aditivos naturales en lugar de sintéticos hace que los aceites
esenciales sean altamente solicitados debido a sus propiedades naturales (Lou et al.,
2017).

Respecto al &mbito farmacéutico, Verica y Petar (2014) sefialan que los problemas
relacionados a la aplicacion de antibioticos convencionales, que incluyen resistencia
antimicrobiana, problemas ambientales, cancerogenicidad, efectos colaterales y altos
costos; ha reforzado la tendencia de remplazar antimicrobianos sintéticos con agentes
alternativos naturales. Productos a base de plantas estan entre los agentes alternativos

examinados en orden de remplazar antibidticos convencionales.

La mayor ventaja de los AEs es, al ser considerados seguros (GRAS), su uso en
cualquier alimento, siempre que sus efectos maximos se consigan con el minimo

cambio en las cualidades organolépticas de los alimentos. Estas propiedades
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antimicrobianas estan vinculadas a la presencia de sustancias bioactivas como

flavonoides, terpenos, cumarina y carotenos (Viuda- Martos, et al., 2008).

Sirocchiet et al. (2016) por ejemplo, obtuvieron que una buena forma de extender el
tiempo de vida de la carne de vacuno, hasta quince dias; fue envasando la misma con
aceite esencial de romero y con altas concentraciones de O.. Adicionalmente, el uso
de AE de romero combinado con diferentes condiciones atmosféricas, influyd
positivamente en el parametro de color. Hautea et al. (2017) afirma que el AE de canela
mostré un buen performance como tratamiento antibacteriano en carne de cerdo

envasada al vacio.

La aplicacion de AEs actualmente afronta diversos desafios; particularmente, cuando
los AEs se aplican en un sistema alimentario real con fines de conservacion o
aromatizacion, los disolventes organicos no pueden, obviamente, utilizarse como
diluyentes o vehiculos de suministro. En aplicaciones practicas no se recomienda un
solvente organico en alimentos. Por ende, se deben considerar otros vehiculos
compatibles con los alimentos, preferiblemente sistemas a base de agua. Esto ultimo
se ve cuestionado debido a la baja solubilidad de los AEs. Por lo tanto, la formulacién
de sistemas coloidales a base de agua capaces de transportar y suministrar AE a los
alimentos se investiga ampliamente en la actualidad (El-Sayed, Chizzola y Rama,
2016).

Lou et al. (2017), observ6 que la nanoemulsificacion del aceite esencial de Citrus
medica L. var. sarcodactylis aumenta significativamente la actividad antioxidante,
antibacteriana y antibidtica del aceite esencial. Por otra parte, el AE nanoemulsificado
exhibe una eficacia mucho mayor en la inhibicion de las bacterias en tofu que el aceite
esencial puro, indicando una mejor perspectiva de aplicacion de nanoemulsiones de
AE. Por lo tanto, la nanoemulsificacion proporciona una excelente manera de mejorar
significativamente la actividad y de los agentes activos liposolubles, y amplia

considerablemente su aplicacion en diversos alimentos acuosos.

Por su parte, Artiga-Artiga, Acevedo- Fani y Martin- Belloso (2017) afirman que la
combinacion de fibra de mandarina con propiedades prebidticas y alginato sodico
permitio la formacion de nanoemulsiones estables cargadas con aceite esencial de
orégano, capaces de actuar como recubrimientos comestibles sobre piezas de queso.

De este modo, la incorporacion de fibra a los recubrimientos puede convertirse en una

18



alternativa interesante para aumentar el valor nutricional de las piezas de queso
recubiertas. Ademas, la estabilidad microbiana de las piezas de queso se ve mejorada
con los revestimientos comestibles con al menos 2,0% p/ p de AE de orégano;
resultando esto eficaz en la descontaminacion de patdgenos externos tales como
Staphylococcus aureus, y conservando a su vez la apariencia del queso;
consecuentemente, la adicion del revestimiento en mencion extendio vida Gtil del
queso. En base a estos resultados se puede dilucidar las ventajas potenciales que tiene
el uso de AE de orégano como antibacteriano natural dentro de los revestimientos
comestible, donde se desempefia como preservante y mejora la seguridad, calidad y
las caracteristicas nutricionales del queso bajo en grasa y altamente perecedero.

En el comercio, se considera que el aceite esencial tiene un papel estratégico para
producir productos primarios y secundarios, tanto para las necesidades domésticas

como para las de exportacién (Kusuma y Mahfud, 2017).

2.2 Aceite esencial de citricos y naranja

Los citricos son los frutos mas cultivados en el mundo, siendo las naranjas el 60% de
la produccién mundial de frutas (Razzaghi et al., 2018). Las naranjas son una de las
frutas mas cultivadas mundialmente, cuya produccién estimada en el 2017 fue de 66
millones de toneladas. EI 50% de las naranjas aproximadamente, son usadas para la
produccion de jugos. Se generan grandes cantidades de subproductos, incluyendo
cascaras, semillas y pulpas (Razzaghi et al., 2018).

La cascara de naranja, dependiendo de la variedad de naranja, puede representar el
45% del volumen total (Franco-Vega et al., 2015). Las melazas de citricos, los aceites
terpénicos, el &cido citrico, las pectinas y los aceites esenciales son los principales
productos recuperados de los residuos de procesamiento de naranja (Razzaghi et al.,
2018).

Las cascaras de frutas son las que poseen la mayor cantidad de los aceites esenciales
citricos. Estas cascaras son, por lo general, descartadas como residuos. Por esta razon,
los AEs de citricos podrian ser producidos a un precio méas asequible respecto a otros

AEs de plantas (Lin et al., 2010). El aceite esencial extraido de cascaras de naranja
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contiene una mezcla de compuestos volatiles como terpenos y derivados oxigenados

como aldehidos, alcoholes y ésteres (Razzaghi et al., 2018).

Los aceites citricos esenciales son a menudo extraidos por métodos tradicionales que
exigen altos costos de energia, tiempos de extraccion largos y reactivos adicionales
(Bustamante et al, 2016). Bousbia et al. (2008) afirman que los AEs mas empleados
mundialmente son los citricos. Son usados como aromatizantes, saborizantes en
diversos productos alimenticios, que incluye las bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas,
dulces y gelatinas. En las industrias farmacéuticas son empleadas como agentes
saborizantes para enmascarar sabores desagradables de medicinas. En perfumeria y

cosmético, se usan en diversas preparaciones.

Se ha reportado, que los aceites esenciales citricos, ademas de ser usados como
fragancias, poseen actividades antibacteriales contra Escherichia coli, E. coli
0157:H7, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, y Vibrio vulnificus (Lin
et al., 2010). También se ha demostrado que aceites esenciales de limdn, naranja, y
bergamota, poseen efectos bactericidas contra Campylobacter jenuni, E. coli
0157:H7, L. monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, y Acrobacter
butzlei en liquidos y alimentos. Adicionalmente, actividad antifingica contra
Penicillium digitatum, Penicillium italicum y levaduras, Saccaromyces cerevisiae, han
sido reportados (Lin et al., 2010).

También se ha reportado actividad antifingica de varios citricos como limén (Citrus
lemon L.), mandarina (Citrus reticulata L.), pomelo (Citrus paradisi L.), y naranja
(Citrus sinensis L.). Los resultados de Lin et al. (2010) mostraron que el extracto de
aceite esencial de naranja podria inactivar efectivamente V. parahemolyticus, S.
typhimurium, y E. coli en superficies que estan en contacto con alimentos (Viuda-
Martos et al., 2008).

Guo et al. (2018), reporta que, de catorce aceites esenciales obtenidos de diferentes
variedades de citricos, éstos estdn compuestos de terpenos (siendo los mas
abundantes), alcoholes, aldehidos, esteres, cetonas, &cidos y una cantidad pequefia de
otras sustancias. Todas las muestras contienen d-limoneno (39,77- 80,13%), a-pineno
(1,83- 13,97%), mirceno (0,8-7,63%), ocimeno (0,01-4,52%) y linalool (0,13-8,52%)

como composicion principal.
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2.3 Exportaciones e importaciones de aceites esenciales

En base a lo publicado por el Centro de comercio internacional (ITC por sus siglas en
inglés) (2019), se observa que entre el 2014 y 2018 las exportaciones a nivel mundial
se han incrementado en un 33,7% y las importaciones en 45,8%. Entre los principales
paises exportadores estan India, Estados Unidos, Francia, China y Brasil; y entre los
principales paises importadores estdn Estados Unidos, Francia, Alemania, India y
Reino Unido (ver Tabla 1y 2).

Tabla 1

Valor exportado de aceites esenciales, resinoides, oleorresinas de extraccion, disoluciones
concentradas de aceite esencial, subproductos terpénicos, destilados acuosos aromaticos y

disoluciones acuosas de aceite esencial en principales paises (en miles de US$)

Valor Valor Valor Valor Valor

Exportadores exportado  exportado  exportado  exportado  exportado

en 2014 en 2015 en 2016 en 2017 en 2018

Mundo 4462833 4842300 4686943 5450576 5968524
India 606221 572995 607726 786269 859415
Estados Unidos

de América 566551 598495 634744 729606 800233
Francia 366936 355857 397012 471814 522111
China 594871 793598 423524 353410 469176
Brasil 228609 256877 339048 431217 437220
Reino Unido 267655 243714 218628 277144 247155
Argentina 119500 224655 196838 203718 244185
Alemania 173876 177307 191524 219207 227562
Indonesia 156301 179905 166380 160368 199266
Espafia 125795 125807 124928 161836 197237
Italia 145616 132492 137498 161857 189622
México 126565 137558 144926 160897 146258
Bulgaria 51242 62413 66548 103691 118093
Paises Bajos 52640 63757 66315 78682 81560

Fuente: ITC (2019)
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Tabla 2

Valor importado de aceites esenciales, resinoides, oleorresinas de extraccion, disoluciones
concentradas de aceite esencial, subproductos terpénicos, destilados acuosos aromaticos y
disoluciones acuosas de aceite esencial en principales paises (en miles de US$)

Valor Valor Valor Valor Valor

Importadores importado  importado  importado importado importado

en 2014 en 2015 en 2016 en 2017 en 2018

Mundo 4159103 4425582 4607288 5395222 6063412
Estados Unidos

de América 858081 987623 1064404 1269446 1376067
Francia 376819 380911 387558 444469 515952
Alemania 308413 318964 355509 418333 441070
India 159914 160506 212284 272228 388064
Reino Unido 306498 326138 285067 334917 340639
China 221099 228330 189290 204405 250003
Indonesia 122403 114912 129440 136213 211109
Jap6n 171466 155689 174622 179666 208898
Singapur 133225 132687 150511 169791 187943
Paises Bajos 88373 90695 108753 153188 186927
Suiza 137358 138462 138803 158500 172647
Canada 109863 117822 130768 170357 163554
Irlanda 73729 146529 131473 140384 159844
Espafia 121430 136733 125419 147426 159276

Fuente: ITC (2019)

Se observa una tendencia similar en cuanto a las exportaciones e importaciones de
aceite esencial de naranja, habiendo un incremento de 68,6% y 95,4% respectivamente
entre el 2014- 2018. Entre los principales paises exportadores estan Brasil, Estados
Unidos, México, Alemania y Reino Unido, y entre los principales paises importadores
estan Estados Unidos, Alemania, Japon, Reino Unido y China (ver Tablas 3y 4).
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Tabla 3
Valor exportado de aceite esencial de naranja en principales paises (en miles de US$)

Valor Valor Valor Valor Valor

Exportadores exportado  exportado  exportado  exportado  exportado

en 2014 en 2015 en 2016 en 2017 en 2018

Mundo 365298 420396 502898 631869 615789
Brasil 111682 133397 194208 242367 258056
Estados Unidos

o A 94385 91040 88007 105321 113916
México 15500 21995 34795 63602 51464
Alemania 25332 29977 36744 46026 43988
Reino Unido 24413 18250 19605 24757 23319
Italia 9358 8817 10874 12851 14746
Espafia 5145 5737 8447 14362 14595
Costa Rica 6445 6706 10871 14941 14223
Canada 7148 12680 17998 17560 13616
Francia 5760 6715 7000 9442 9806
Irlanda 5676 5960 6255 10399 8284
Paraguay 4736 8471 9523 8604 8046
Suiza 7738 5176 7151 12646 7708
Sudéfrica 4489 10415 6142 5088 6298

Fuente: ITC (2019)

En el Pert, las exportaciones e importaciones de aceites esenciales y similares han
alcanzado un valor de 12406 y 4451 miles de US$ respectivamente. Especificamente,
las importaciones de aceite esencial de naranja han incrementado en un 47,8% entre el
2014- 2018; alcanzando un valor importado de 1567 miles de US$, principalmente de
Brasil, Reino Unido y Estados Unidos (ITC, 2019).
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Tabla 4
Valor importado de aceite esencial de naranja en principales paises (en miles de US$)

Valor Valor Valor Valor Valor

Importadores importado  importado  importado importado importado

en 2014 en 2015 en 2016 en 2017 en 2018

Mundo 342634 396803 489485 639034 669436
Estados Unidos

de América 64291 77793 118425 162989 172254
Alemania 72650 88816 101629 131941 127813
Jap6n 18658 20108 23198 35773 44964
Reino Unido 21104 23408 24614 30510 34378
China 18510 20533 21798 28643 33041
Francia 14023 15616 20708 26492 28013
Irlanda 15695 16210 16566 21329 25861
India 6697 12626 19628 22512 25848
Singapur 9672 11776 15287 23085 25565
Canada 15266 15953 14476 20205 16858
Suiza 9447 9344 9768 14099 15842
Paises Bajos 6532 8994 10944 16176 15117
Espafia 6430 8354 10299 13035 14734
Indonesia 6029 6078 10280 10309 12358

Fuente: ITC (2019)

2.4 Métodos de extraccion

Franco-Vega et al. (2015) afirman que uno de los factores fundamentales que
determinan la calidad de los AEs es la técnica de extraccion. Segin Bousbia et al.
(2008), una de las formas convencionales de extraer aceites esenciales citricos es por
prensado en frio de sus cascaras. El aceite esta presente en los sacos o glandulas de
aceites localizadas a diferentes profundidades en la piel y la cuticula de la fruta. El
aceite de la piel y la cuticula es removido mecanicamente por prensado en frio y como
el prensado frio produce una emulsion acuosa, esta emulsion es luego centrifugada
para separar el aceite esencial. La destilacion también es usada en algunos paises como

una forma econémica de recuperar los aceites.
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La extraccion por arrastre con vapor, hidrodestilacion y destilacion-extraccion
simultanea, son los procesos més aplicados para la obtencidn de AEs. Es sabido que
los métodos tradicionales usados para la extraccion de AEs de matrices vegetales
tienen desventajas vinculadas principalmente con la calidad del aceite a producir. Se
pueden encontrar pérdidas de algunos compuestos volatiles, baja eficiencia de
extraccion, degradacion de compuestos insaturados o éster a través de efectos térmicos
o hidroliticos y residuos de disolvente toxico en el extracto usando estos méetodos de
extraccion (Costa et al. 2014, Kusuma y Mahfud, 2017, Lucchesi et al., 2007).
Ademas, estos metodos consumen largos tiempos y elevadas temperaturas de proceso,
lo que frecuentemente resulta en pérdidas de calor debido a la descomposicion de
compuestos termolabiles e hidrolizables y la volatilizacion del aceite. Mas adn,
pérdidas parciales de compuestos mas polares en el aceite esencial pueden ocurrir
debido a la afinidad por el agua durante la HD. Usualmente, HD resulta en bajos
rendimientos de aceite esencial (Wei et al., 2018).

Los métodos convencionales tienen pocos parametros ajustables para controlar la
selectividad del proceso. La técnica de extraccion con fluidos supercriticos constituye
un método selectivo y répido para la produccion de AE de plantas aromaticas. Sin
embargo, el alto costo de elaboracion de productos especificos ha limitado su
explotacion (Li et al., 2012).

Kusuma y Mahfud (2016) explican que los procesos térmicos convencionales estan
limitados a las tres formas estandar de calentamiento, por conveccién, conduccion y
radiacion. En la practica, la conduccién es un proceso lento, que limita las velocidades
practicas de calentamiento de las extracciones y de los materiales vegetales en los
extractores. Se han buscado métodos alternativos en los que el calor se suministra
utilizando otras técnicas. En éstos, el calor es generado por el material in situ como
resultado de la interaccion con un campo externo. Este campo puede ser aplicado por
algin campo eléctrico externo. EI mejor ejemplo de proceso de generacion de calor es
el calentamiento por microondas, en el cual se utilizan campos eléctricos externos. En
el calentamiento por microondas se pasa un campo de alta frecuencia a través del
material vegetal, estimulando las frecuencias vibratorias de los enlaces quimicos para

calentar el material.
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Recientemente, se ha tenido una mayor demanda creciente de nuevas tecnologias de
proceso (Kusuma y Mahfud, 2016; Bousbia et al, 2008) debido al incremento de precio
de energia y la iniciativa por reducir la emision de CO, (Bousbia et al, 2008) ; Franco-
Vega et al. (2015) menciona que entre las nuevas técnicas de extraccion de sustancias
naturales que se esta evaluando, que suelen utilizar menos disolvente y energia, estan
la extraccion por fluidos supercriticos, la extraccion por ultrasonido, la extraccion
asistida por microondas y la extraccion sub-critica de agua. Entre estas tecnologias
emergentes, la extraccion asistida por microondas (MAE) ha mostrado muchas

ventajas como conveniencia, menor tiempos de procesamiento y alta eficiencia.

2.5 Aplicacion de la extraccion asistida por microondas en la industria
guimica

La radiacion de microondas es utilizada como fuente de calentamiento de la mezcla
muestra- disolvente durante el proceso de extraccion (Franco-Vega et al., 2015). El
proceso se basa en el calor generado por conduccidn iénica y/o rotacion dipolar, y su
eficiencia depende de las propiedades dieléctricas del material. La extraccion ocurre
cuando el agua dentro de la planta absorbe energia proveniente de las microondas y
aumenta la presion dentro del material, lo que hace que la estructura celular se rompa

permitiendo que el solvente penetre en la matriz (Costa et al., 2014).

Franco-Vega et al. (2018), menciona adicionalmente que, cuando se utiliza la energia
microondas, el campo electromagnético interactda con las moléculas de polisacarido
y la humedad presente, causando la rotura de la pared, lo cual es un factor clave para
la extraccion de metabolitos secundarios. Adicionalmente, mas rapidas velocidades de
calentamiento mejoran la hidrélisis de enlaces éter de celulosa- que constituye el

principal componente de la pared celular de la planta- y la liberacion del AE.

Por causa de los efectos particulares de las microondas sobre la materia, esto es, la
rotacion dipolar y la conductancia ionica; el calentamiento por este método es
instantaneo y se da al interior de la muestra, lo que resulta en extracciones rapidas. La
principal ventaja del MAE reside en su mecanismo de calentamiento; la aceleracion
de la extraccion puede explicarse en parte por el efecto especifico de las microondas

sobre el material vegetal (Franco-Vega et al., 2015) debido a su interaccion con las
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moléculas de agua al interior de las células; sin embargo, la no uniformidad de la
distribucion de calor constituye un inconveniente importante (Franco-Vega et al.,
2018).

Investigaciones anteriores han demostrado que la extraccién por microondas es un
método alternativo que se puede desarrollarse ain més debido al alto nivel de pureza
del producto, al uso minimo de solventes y al corto tiempo de procesamiento (Kusuma
y Mahfud, 2017), ademas de su alta eficiencia y bajo consumo de energia; lo cual
indica que la extraccion por microondas podria ampliarse desde el laboratorio a una
escala industrial (Chen et al., 2016).

De igual manera Kusuma y Mahfud (2016) afirman que el proceso con microondas es
reconocido como técnica eficiente, que puede disminuir enormemente el tiempo de
extraccion, aumentar el rendimiento y la calidad de los AEs, disminuir los costos de

preparacion del material, el consumo de disolventes y la contaminacion.

2.6 Comparacion entre los metodos de extraccion asistida por

microondas y la hidrodestilacion

Bousbia et al. (2009), afirma que el método de hidrodifusién y gravedad por
microondas (MHG) ofrece ventajas importantes sobre alternativas tradicionales como:
menores tiempos, impacto ambiental (el costo de energia es mayor en el caso de HD
que el requerido para MHG), caracteristicas mas limpias (como que no hay generacion
de residuos y no se usa agua o solventes), incrementa la actividad antimicrobiana,
incrementa la actividad antioxidante y provee un aceite esencial méas valioso (con
mayor cantidad de compuestos oxigenados). Esto ofrece también la posibilidad de una
mejor reproduccion de aroma natural. Mas aun, el procedimiento produce aceites
esenciales que pueden ser analizados o utilizados directamente sin ninguna etapa de

limpieza, intercambio de solvente o centrifugacion.

Se ha mostrado que los nuevos métodos asistidos por microondas (MAE), como son
la hidrodestilacion asistida por microondas (MAHD) vy la extraccion por microondas
libre de solventes (SFME); son métodos rapidos y eficientes para elaborar aceites
esenciales de plantas medicinales. MAHD es un método avanzado de HD que hace uso

de un horno de microondas. La eficiencia de MAHD depende fuertemente del valor de
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la constante dieléctrica del agua y de la matriz. SFME combina la calefaccion por
microondas y la destilacion en seco a presion atmosférica sin adicion de disolvente o
agua. A diferencia de MAHD, SFME no emplea una gran cantidad de agua. SFME ha
sido empleado para obtener AEs de comino, anis, semilla de cardamomo Yy laurel
(Kusuma y Mahfud, 2016).

La extraccion por microondas libre de solvente (SFME) se fundamenta en la mezcla
de calentamiento por microondas y destilacion, y se realiza a presion atmosférica. Este
método involucra colocar el material vegetal en el microondas. El calentamiento
interno del agua in situ dentro del material vegetal suelta al mismo y hace que las
glandulas y receptaculos oleiferos estallen. Por ende, este proceso libera aceite esencial

que es arrastrado por el agua in situ del material vegetal (Lucchesi et al., 2007).

El vapor pasa posteriormente por un condensador externo a la cavidad del microondas
donde es condensado. El destilado es recolectado continuamente en un matraz
receptor. El aceite esencial es colectado directamente y secado sin adicionar ningun
paso de extraccion por solvente. SFME ha sido empleada para obtener aceites

esenciales de diferentes materiales (Lucchesi et al., 2007).

Al realizar un estudio sobre la SFME en un microondas piloto de 75 litros de
capacidad, Filly et al. (2013), mencionan que esta técnica es mas rapida, mas eficaz y
tiene un enfoque mas respetuoso en lo que al medio ambiente se refiere; por lo que
SFME es una herramienta prometedora para la produccién de AEs de plantas
aromaticas respecto a la hidrodestilacion tradicional. Asi también, un contenido mas
alto de compuestos oxigenados, que son mas odoriferos que los hidrocarburos
monoterpénicos, se muestra en SFME; teniendo esta técnica aplicabilidad potencial en

la industria.

2.6.1 Comparacion entre la HD y los MAE respecto al rendimiento en el tiempo

Kusuma y Mahfud (2016), tras la elaboracion de AE de hojas de P. cablin por tres
métodos (HD, MAHD y SFME), afirman que una de las diferencias mas pronunciadas
entre los métodos por microondas (MAHD y SFME) y la hidrodestilacion, es la
capacidad del proceso MAE para incrementar el rendimiento de extraccion
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rdpidamente en un corto tiempo. Un comportamiento similar fue observado por Chen
et. al (2016) durante el procesamiento de aceite esencial de pomelo por HD y SFME
(ver Fig. 1)
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Figura 1: Rendimientos de aceite esencial extraido de cascara de pomelo por HD durante

180 minutos y por SFME a diferentes niveles de potencia por 30 minutos (* HD, B SFME a
150 W, +SFME a 300 W, * SFME a 450 W)

Fuente: Chen et. al (2016)

2.6.2 Transferencia de calor y masa durante la HD y los MAE

En la Figura 2 G-I, se muestra que la transferencia de masa ocurre desde el interior
hacia el exterior en las extracciones por HD, MAHD y SFME. La tasa de transferencia
de calor difiere entre la MAE (MAHD y SFME) y la HD. En el caso de la HD, la
transferencia de calor tiene lugar desde el exterior (medio de calentamiento) hacia el
interior de la muestra; debido, exclusivamente, a la conduccion y la conveccién que se

da a través del agua que rodea las hojas de P. cablin (Fig. 2 D).
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Figura 2: Proceso esquematico de la transferencia de calor y masa durante la hidrodestilacion

(HD), hidrodestilacién asistida por microondas (MAHD), y la extraccién por microondas libre

de disolvente (SFME) de aceite esencial de las hojas de Pogostemon cablin

Fuente: Kusuma y Mahfud (2016)

No obstante, es posible afirmar que el mecanismo de extraccion de AE por MAHD, es

debido en parte, al calentamiento interno in situ del agua bajo la irradiacion de

microondas desde el interior hacia el exterior de las hojas de P. cablin, y también

principalmente debido a la transferencia de calor desde el exterior hasta el interior,

similar al caso de HD (Fig. 2 E).

En la SFME, la transferencia de
interior de las hojas de P. cablin,

calor se da parcialmente desde el exterior hacia el
y principalmente desde el interior hasta el exterior;

lo que facilita la difusidn de aceite desde el interior de las hojas via vapor y aumenta
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el rendimiento, debido a la combinacién sinérgica de dos fendmenos de transferencia
- calor y masa - que acttan en la misma direccion (es decir, desde el interior hacia el
exterior) (Fig. 2F).

Bousbhia et al. (2009) tuvieron observaciones similares, mencionando que, las
microondas se distribuyen volumetricamente (el calor se disipa volumétricamente
dentro del medio irradiado) y las transferencias de calor ocurren desde la muestra al
ambiente mas frio. En el calentamiento tradicional, la transferencia de calor depende
de la diferencia de temperatura a través de la muestra, de la conductividad térmica y,
para los fluidos, de las corrientes de conveccion. Como resultado, el incremento de
temperatura suele ser bastante lento. No obstante, en el calentamiento por microondas,
por causa del efecto de calentamiento volumétrico, se pueden dar aumentos de
temperatura mucho mas rapidos, dependiendo de la potencia del microondas y del

factor de pérdida dieléctrica de la matriz que se esta irradiando.

El proceso de SFME resulta en un calentamiento interno significativo, creando asi,
presiones internas mucho mas altas que impulsan el estallido de las glandulas y la
extraccion de AE de las hojas de P. cablin (Kusuma y Mahfud, 2016). Esto esta de
acuerdo a los reportado por Farhat et al. (2010), que extrajeron AEs de semillas de
alcaravea usando la difusién en seco por microondas y gravedad. Estos autores
mencionan que el mecanismo de extraccion de AE por difusion en seco y gravedad
por microondas, se debe en parte al calentamiento interno de las moléculas de AE bajo
la irradiacion de microondas desde el interior hacia el exterior de las semillas de
alcaravea sin agua in situ y también parcialmente a una sinergia de los dos fenémenos

de transferencia - calor y masa- que actGan en la misma direccion.

Megawati et al. (2019) explican que la transferencia de masa de aceites de solidos a
liquido, durante la obtencidén de AEs, se experimenta en 2 fases. Las fases son la
difusion de aceite desde el interior de las particulas sélidas a la superficie (método
controlado por difusién), y la transferencia de masa desde la superficie a las soluciones

(modelo de transferencia de masa controlado por pelicula).

Segun Kusuma y Mahfud (2016), en la primera etapa de la curva de extraccion, el
aceite esta disponible de forma libre para su obtencion; esta primera parte lineal del
proceso es también llamada fase de equilibrio. Estos mismos autores explican que la

cantidad de AE facilmente accesible en las hojas de P. clavin es igual en cualquier
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método de extraccion de la muestra, a pesar de que la interaccion entre planta y
disolvente (agua) con microondas puede elevar la velocidad de inicio del proceso y
que el anico proceso de transferencia de masa que altera la velocidad de extraccion de
aceite es la difusion de AE desde el nacleo de la particula hasta la region de células

rotas, que se promueve mediante el calentamiento por microondas.

De igual manera, Franco-Vega et al. (2015) mencionan que en el proceso de extraccion
de AE de la cascara de naranja asistido por microondas, la difusion de soluto desde las
células internas es el proceso que define la velocidad de extraccion; ya que, segun los
pardmetros del modelo que obtuvieron, la transferencia de masa en fase sélida fue la
Unica fase significativamente (p <0,05) afectada por las caracteristicas de la muestra.

Kusuma y Mahfud (2016), explican que el modelo de transferencia de calor y masa se
ve afectado por los métodos de extraccion, lo que indica que en la extraccion de AE
de P. clavin con HD convencional, la velocidad de calentamiento y la fase de
transferencia de masa en fase sélida (desde la fase de equilibrio) tardan méas en
comenzar que los métodos MAE (SFME y MAHD), y entre éstos ultimos, MAHD
tarda mas tiempo. Estos mismos autores mencionan que el calentamiento por
microondas facilita la difusion (y extraccion) del AE, ya que permite incrementar la
velocidad de calentamiento entre el material vegetal y el disolvente (agua), facilitando
asi la extraccion de AE.

2.6.3 Comparacion entre la HD y los MAE respecto a la temperatura en el tiempo

En la extraccién de AE con microondas (MAHD y SFME) la temperatura se eleva mas
rapidamente consumiendo menos tiempo que la HD convencional. Por ende, si la
extraccion se realiza con calentamiento convencional, se prolonga el tiempo para
alcanzar la temperatura final, y la energia perdida es mayor. Adicionalmente, en la
extraccion de AE por SFME, la temperatura se eleva mas réapido, requiriendo menos
tiempo que la MAHD. Por consiguiente, cuando se aplica la extraccion de AE por
SFME, la interaccion entre la planta y el microondas puede aumentar mas la velocidad
a la que comienza el proceso, que la interaccion entre planta y disolvente (agua) con
microondas cuando se usa la extraccion de AE con MAHD. Por ende, cuando se utiliza
la extraccion de AE con microondas (MAHD y SFME), la velocidad de calentamiento

de la planta y el disolvente (agua) es mayor Yy, por consiguiente, las pérdidas son mas
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bajas (uso mas efectivo de energia) que la HD convencional (Ver Fig. 3). A partir de
esta observacion se puede inferir que, aunque el calentamiento dieléctrico es un
fendomeno volumétrico (el calentamiento ocurre de adentro hacia afuera), y por lo tanto
mas rapido, el uso eficiente de la energia electromagnética esta vinculado a la
cuidadosa evaluacion de las posibles pérdidas de energia en el sistema (Kusuma y
Mahfud, 2016).
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Figura 3: Perfil tiempo- temperatura de la extraccion de aceite esencial de hojas de
Pogostemon cablin por HD, MAHD y SFME

Fuente: Kusuma y Mahfud (2016)

Kusuma y Mahfud (2016) sefialan que el método empleado sélo influye en el tiempo
de extraccion del AE, siendo mayor la necesidad de tiempo en la HD tradicional que
en los métodos por microondas (MAHD y SFME). Las mejores condiciones para
reducir este tiempo (que esta relacionado con los costos de extraccion) se dieron
utilizando el SFME. Para la extraccion de aceite de una matriz con alto contenido de
agua, esto es, alta pérdida dieléctrica; se pueden realizar aislamientos eficaces
utilizando sélo microondas sin afiadir ningun disolvente ni agua. Esto se puede dar
gracias a que el agua dentro de la matriz es calentada localmente. Las microondas
interacttan con las moléculas libres de agua que estan en los sistemas vasculares y en

las glandulas de la planta. Por lo tanto, tales sistemas sufren una expansion dramatica,
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con posterior ruptura del tejido, permitiendo que el AE fluya hacia la capa de agua.
Esto se basa también en la capacidad de los componentes del AE para disolverse en
agua. La solubilizacién es entonces el paso limitante y la solubilidad se convierte en
el pardmetro esencial que induce la extraccion selectiva por microondas. Ademas,
cuando se utiliza extraccion de AE con SFME, los AE contienen compuestos organicos
que tienen un momento dipolar alto, interactuando méas vigorosamente con microondas
y pudiéndose extraer mas facilmente que los compuestos aromaticos que tienen

momentos dipolares bajos.

2.6.3.1 Comparacion entre la HD y los MAE respecto al cambio estructural en la

cascara de naranjay las caracteristicas organolépticas del aceite esencial extraido

Sobre los cambios estructurales tras la obtencion del AE, en la Figura 4 (B y E), se
aprecia que la cascara de pomelo posee sacos de aceite encogidos aun intactos después
de la HD durante 180 minutos a 100 °C. Sin embargo, después del proceso de SFME
a 150 W por 90 minutos (Fig. 4 C y F), los sacos de aceite intactos no fueron
observados y una superficie desordenada aparecié debido a la ruptura de los sacos de
aceite. Tal cambio indica una presion acumulada dentro de las glandulas de aceite
excediendo su capacidad de expansion, rompiéndose facilmente cuando son sometidas
a la irradiacion por microondas. Esto implica que el microondas puede realmente
afectar la estructura del tejido de la cascara y causar cambios superficiales, mientras

que la extraccion convencional no puede (Chen et al, 2016).

Observaciones similares fueron realizadas por Bousbia et al. (2009), tras la obtencion
de AE de romero por HD y MHG, y por Li et al. (2012), después de la produccion de
AE de D. fragans por HD y SMFE.
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Figura 4: Vista por microscopio dptico (A-C x 40) y microscopio electronico de barrido (D-
F) de cascaras de pomelos: Sin tratamiento (A 'y D), después de HD (B y E), después de SFME

(CyF)

Fuente: Chen et al. (2016)

Asi también, Ferhat et al. (2006), menciona que el microondas parece causar la ruptura
de las células y glandulas méas rapidamente que en la hidrodestilacion convencional.
La Tabla 5 muestra una comparacion entre las propiedades organolépticas del AE de

naranja extraido por MAE y por HD, que estos mismos autores realizan.
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Tabla 5

Comparacion entre las propiedades organolépticas del aceite esencial obtenido por MAE y

por HD a partir de cascara de naranja

Propiedades MAE HD

organolépticas

Color Sin color Amarillo palido

_ Fresco, acre pero
Fresco, ligero y un olor

Olor . diferente que al fruto
citrico dulce
fresco
Aspecto Liquido movil Liquido movil

Fuente: Ferhat et al. (2006)

2.7 Efecto de la temperatura, potencia, tiempo, agitacion y humedad

en la extraccidn de aceite esencial por microondas.

Franco-Vega et al. (2015) afirma que las condiciones de la muestra determinan el
rendimiento de extraccidn, mientras que la potencia de microondas afecta el tiempo de
extraccion. Segun Chen et al. (2016), el aumento de la potencia de los microondas
puede provocar un comienzo mas temprano de la extraccion, ya que cuando se aplica
mayor potencia al sistema de extraccion, se transfiere mas energia a la matriz de la
muestra, mejorando asi el rendimiento de los compuestos objetivo. Sin embargo, los
resultados implican que, sobre una potencia de microondas determinada, no se podria
conseguir una mejora adicional en el rendimiento de extraccion. Asi pues, Megawati
et al. (2019), afirman que, la biodegradacion de los compuestos del AE, origina

posiblemente, la disminucién en el rendimiento de AE procesado a 800 W.

Chen et al. (2016), observaron que a una temperatura de extraccién de 106 °C o0 mas,
tiene lugar la degradacion térmica del aceite esencial de pomelo. De igual manera,
mencionan que condiciones extremas de proceso, especialmente altas temperaturas,
pueden resultar en efectos negativos como por ejemplo, la degradacion térmica del
aceite esencial y, segun Liu et al. (2018), la carbonizacion de materiales vegetales. Liu

et al. (2018) observaron que el incremento de potencia de irradiacion por microondas
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(de 120 a 540 W) incrementa el rendimiento de aceite esencial alcanzando un limite
bien definido, y el uso de una potencia de irradiacién por encima de 540 W resulta en

una ligera disminucion en el rendimiento.

Bustamante et al. (2016) afirma por su parte que es necesario un tiempo de irradiacion
corto a una potencia alta, usando la cantidad minima de agua adicional para una
extraccion eficiente del aceite por MAHD. Bajo estas condiciones, los rendimientos y
la composicidn de los AEs extraidos de diversos citricos fueron semejantes a los de la

literatura.

Franco-Vega et al. (2018), mencionan que la relacion sélido: liquido, asi como la
agitacion, fueron las variables de proceso con més alto impacto en el rendimiento de
AE de laurel. La agitacion incrementa la distribucion de energia microondas en la
muestra. Estos mismos autores obtuvieron que la presencia de agitacion durante la
extraccion por microondas no afectd las curvas tipicas de extraccion, pero incremento
la velocidad de extraccion. En efecto, la presencia de agitacion se traduce en una
ventaja significativa no solo por mejorar la eficiencia del proceso en términos de

rendimiento y consumo de energia, sino por mejorar las cinéticas de extraccion.

Puesto que el agua sobrecalienta localmente el medio y fomenta la liberacion del
analito objetivo, ciertas investigaciones sefialan que, emplear muestras de alta
humedad durante el proceso de extraccion por microondas, incrementa los
rendimientos de extraccion. Sin embargo, el contenido de agua en la matriz debe
ajustarse de modo que las cinéticas de extraccion se intensifiquen y los resultados
obtenidos sean reproducibles (Franco-Vega et al., 2018). Liu et al. (2018) menciona al
respecto que el bajo contenido de humedad resulta en una velocidad de evaporacion
relativamente baja, que, por lo tanto, resulta en una extraccién ineficiente, mientras un
alto contenido puede resultar en la hidrdlisis de algunos componentes y disolucion en

agua.

Entre otros factores, Wei et al. (2018) afirman que la temperatura del aceite esencial
en el colector es casi tan elevada como la de la base del aparato tipo Clevenger, durante
la extraccion por SFME. Por lo tanto, la temperatura del aceite esencial en el colector
aun se mantiene en un nivel alto. Como resultado, la volatilizacion de aceite esencial
es acelerada, y la reaccion térmica de compuestos termolabiles e hidrolizables podria

ocurrir.
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2.8 Consumo de energia 'y emision de CO»

Desde la perspectiva de costos y energia, la reduccién en el tiempo de extraccion es
evidentemente ventajoso para los métodos de MAHD y SFME (Ver Fig. 5) (Kusuma
y Mahfud, 2016). Segln Filly et al. (2013), la energia necesaria para la produccién de
AE de romero por HD y SFME es de 4,5 y 0,25 kW-h/ g de aceite esencial.

Bousbia et al. (2008) afirma que el costo reducido de extraccion (en lo que a tiempo y
energia se refiere), es claramente ventajoso para el método de hidrodifusion y gravedad

por microondas (MHG por sus siglas en inglés) propuesto.

Benmoussa et al. (2016) por su lado menciona que el costo reducido de extraccion por
microondas libre de solventes mejorada (ESFME por sus siglas en inglés), fue
claramente beneficioso en términos de tiempo, energia e impacto ambiental. El
procedimiento ESFME requiere un tiempo de extraccion de 30 minutos versus 37
minutos por SFME y 180 minutos por hidrodestilacion. La energia requerida para
desarrollar todos los métodos de extraccion (energia emitida desde el horno
microondas Y el calentador eléctrico) fueron 0,56 kW-h por ESMFE, 0,59 kW-h por
SFME y 3 kW-h por HD.

Respecto al impacto ambiental, Kusuma y Mahfud (2016) calcularon una mayor
cantidad de emision de CO: a la atmosfera en el caso de HD (5,799 kg CO»), que en
los casos de MAHD (0,558 kg CO2) y de SFME (0,158 kg CO>). En términos de
cantidad de CO- liberado a la atmosfera para la produccion de 1g de EO, hay una
diferencia significativa entre MAHD y SFME (ver Fig. 5).

Bousbia et al. (2008) calculé una cantidad de didxido de carbono rechazada en la
atmosfera mucho mayor con HD (2400 g) que con MHG (160 g). Estos célculos se
realizaron de acuerdo con la literatura que considera que la recuperacion de 1 kW-h de
carbon o combustion de combustible se asocia con 800 g de CO2 que se rechaza en la

atmosfera.
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esencial de hojas de Pogostemon cablin

Fuente: Kusuma y Mahfud (2016)

La cantidad CO> emitida durante la produccion de AE de P. cablin, es mucho mayor
en HD que en MAHD y SFME (Kusuma y Mahfud, 2016).

2.9 Actividad antimicrobiana segun tipos de microorganismos

Se ha estudiado ampliamente por afos las propiedades antibacterianas de los AEs

contra patdgenos transmitidos por alimentos (Elizaquivel et al, 2013).

En bacterias Gram negativas, la estructura compleja de su membrana externa
representa la mayor barrera de permeabilidad, mientras que la correspondiente barrera
en Gram positivos es la capa peptidoglicano (Viuda- Martos et al., 2008; Elizaquivel
etal, 2013).

El AE de vid Kadsura chino (Kadsura longipedunculata) posee una alta actividad
antibacteriana contra todos los Gram positivo testeadas, moderada actividad fungicida
contra levaduras, pero falta de actividad contra bacterias Gram negativa. De igual
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manera, un estudio de aceite esencial de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume
(Lauraceae)) mostrd fuerte actividad antimicrobiana contra todas las bacterias Gram
positivas (incluyendo Staphylococcus, Streptococcus y Enterococcus), bacterias Gram
negativas (incluyendo Pseudomonas y Clostridium), y levaduras (incluyendo cultivos
de Candida) testeados. La mayor cantidad de cinamaldehido puede deberse a una alta
actividad antimicrobiana del aceite de canela (Seow et al., 2014).

Viuda- Martos et al. (2008) mencionan que los aceites esenciales evaluados fueron
mas efectivos contra bacterias Gram positiva, especialmente B. subtillis y S.
epidermidis. Los aceites esenciales obtenidos por SFME y SFME con doble
enfriamiento, mostraron mas actividad contra B. subtillis y S. epidermidis que el
extraido por hidrodestilacion. Segun Seow et al. (2014), aun cuando bacterias Gram
negativas son a menudo menos susceptibles, hay ciertos aceites esenciales que trabajan

contra ellos vinculado a la relacidn bastante especifica estructura- actividad.

Espina et al. (2011) tras evaluar aceites esenciales de citricos extraidos por prensado
en frio, reportaron que los AEs de limon y naranja no mostraron inhibicion contra los
microorganismos evaluados, el aceite esencial de mandarina mostré actividad
antimicrobiana contra diversos microorganismos, siendo moderadamente activa contra
las tres cepas bacterianas Gram positiva analizadas y fuerte actividad contra las dos
cepas bacterianas Gram negativa (E. coli 0157.H7 y Salmonella enteridis).

2.10 Mecanismos sugeridos de actividad antimicrobiana

Los mecanismos antimicrobianos pueden ser explorados observando primero su
relacién estructura- actividad. Debido a la gran diversidad de grupos de fitoquimicos
presentes en los AEs, se sugiere que las acciones antimicrobianas involucran objetivos
multiples dentro de la célula mas que confiar en un mecanismo particular (Seow et al.,
2014).

Se ha pensado que la membrana de la célula es el principal sitio de accion. La
interaccion de aceite esencial y las envolturas de las células microbianas ha sido
estudiado a través de un microscopio electronico de barrido para evaluar alteraciones

estructurales. Los resultados muestran fuerte disminucion de acidos grasos insaturados
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en las células tratadas, resultando en cambios de perfiles lipidicos y alteraciones
estructurales de las envoluturas de las células (Seow et al., 2014).

Comparable con los hallazgos anterires, se ha dicho que los AEs son capaces de
interactuar con membranas fosfolipidicas, desempefiando un efecto fluidificante para
introducir moléculas lipofilicas en la estructura ordenada de la bicapa lipidica (Seow
etal., 2014).

Es importante notar que tanto la parte hidrofilica como hidrofébica de los compuestos
fenolicos, contribuyen a la actividad antimicrobiana. Como tal, la parte hidrofilica
interactda con la parte polar de la membrana, mientras la parte hidrofdbica se entierra
en la parte interna hidrofébica de la membrana bacteriana. Ademas, experimentos
cinéticos de transferencia transmembrana, que investiga si el medio lipofilico soporta
mejor la absorcion de compuestos bioactivos por membranas biologicas en
comparacion con los acuosos, muestra que el carvacol, que es mas hidrofilico, tiene la
cinética mas rapida de interaccion en comparacion con el timol, p-cimeno, y y-
terpineno, por su mayor capacidad para migrar a travéz de la membrana acuosa para
alcanzar la superficie de los liposomas multilamelares e interactuar con las bicapas

lipidicas en la membrana (Seow et al., 2014).

Como la integridad de la membrana esté siendo dafiada, esto ademas afecta el pH de
homeostasis, el equilibrio de iones inorgéanicos, sintesis de acido nucleico, y balance
de ATP. Un estudio que utiliza una mixtura de timol y carvacrol observé un
incremento de permeabilidad en las células de P. aeruginosa y S. aureus a la tincion
nuclear fluorescente con bromuro de etidio, grandientes disipados de pH independiente
de la disponibilidad de glucosa, y fuga de iones inorganicos. Sin embargo, esto no paso
de la misma manera en todos los microorganismos. Por ejemplo, se observd una
pérdida en el potencial de la membrana, una disminucion en la sintesis de ATP y en
los valores de pH intracelular, a medida que la permeabilidad de la membrana
aumentaba, tras usar una mezcla de AEs citricos contra Enterococcus faecium y
Enterococcus faecalis. Sin embargo, los hallazgos existentes no han sido capaces de
entender por completo los efectos exactos de los AEs en enzimas especificas,
proteinas, procesos metabolicos y los mecanismos a los cuales, las células se adaptan
(Seow et al., 2014).
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Mohamed et al. (2019) reportaron que los AEs de citronela, limoncillo, clavo y &rbol
de té dafiaron la pared bacteriana; que los AEs de clavo y arbol de té impulsaron la
pérdida de material electronico- denso y desarreglos en el citoplasma; y que los AEs

de arbol de té promovieron la vacuolizacion del citoplasma.

Un estudio antifangico mostro que el AE de clavo conllevo a una lesion extensiva de
la membrana. Una reduccién considerable en la cantidad de ergosterol fue también
observada. El ergosterol es el principal constituyente esterol de las membranas de las
células fungicas, especifico para hongos para el mantenimiento de la funcién e
integridad celular. La interrupcion de las vias biosintéticas de esteroles normales que
resultan en la reduccion de la biosintesis de ergosterol, es el mecanismo primario de
accion mediante el cual medicamentos antimicdticos reprimen el crecimiento celular
de los hongos. Adicionalmente, la formacion de tubo germinal, un cambio de la
morfogénesis que juega un rol en la patogenicidad, fue completamente inhibido por el
AE de clavo. Mecanismos similares fueron observados en las actividades antimicoticas

de los AEs de tomillo y limoncillo (Seow et al., 2014).

Viuda- Martos et al., (2008) mencionan por su parte, que la inhibicion del crecimiento
micelar se relaciona con los monoterpenos contenidos en los AEs. Estos constituyentes
podrian elevar la concentracion de lipidos peroxidos como son los radicales hidroxilos,
alcoxilo, y alcaroxilo y por lo tanto traer la célula a su muerte. Para otros autores, los
AEs podrian actuar en las hifas de los micelios, originando la salida de constituyentes
del citoplasma, la perdida de rigidez e integridad de la pared celular de las hifas,

resultando en el colapso y muerte del micelio.

Mediante el uso de enfoque de citometria de flujo, se encontr6 que yoduro de propidio
penetrd células de levaduras rapidamente dentro de un periodo de incubacién corto.
Esto revela que la actividad antifangica comprende una inherente muerte de células,
implicando una lesion primaria de la membrana, mas que por deterioro metabélico que
conduce a un dafio secundario de la misma. Con la ayuda de un microscopio
electronico se observd una rapida fuga de potasio, rapida lisis de esperoplasto de
levaduras, alteraciones severas de la membrana bioldgica con fracturacion, y

solubilizacion de membranas (Seow et al., 2014).

Tras estudiar el mecanismo de accién del AE de arbol de té y sus compuestos contra

Candida albicans, Candida albrata, y Saccharomyces cerevisiae, se observo que los

42



terpenos presentes en este aceite habian modificado aparentemente, la permeabilidad
de la célula, irrumpido la disposicion de los lipidos, conduciendo a alteraciones en
propiedades y funciones de membranas. Es notable que la posicion del terpeno, en
relacion con su resistencia a la hidrofobicidad, esta estrechamente relacionada con su
eficacia dentro de la bicapa lipidica de la membrana. Aparte de la alteracion en los
componentes de la membrana, hubo también una inesperada pérdida del material
interno en la exocitosis apical de vesiculas, que sirvio para llevar material para la
construccién de la pared celular. Como resultado, se evita la alineacion adecuada de
varios compuestos parietales, como quitina, glucanos y glucoproteinas (Seow et al.,
2014).

Asi mismo, se ha dicho que la formacion de enlaces de hidrogeno entre el grupo
hidroxil de los aceites fenolicos y los sitios activos de las enzimas objetivo, podria

estar vinculada con la actividad fungitoxica de AEs (Viuda- Martos et al., 2008).

La composicion lipidica de la membrana bacteriana del microorganismo patogeno, asi
como la estructura del compuesto activo que afecta las interacciones membrana
lipidica/ aceite esencial, determinan el efecto antibacteriano de los AEs. No obstante,
desde la perspectiva de aplicacion practica de los AEs en la industria alimentaria, los
factores resultantes de las caracteristicas de los alimentos (por ejemplo, presencia de
sal 0 grasas), asi como las condiciones externas también son bastante importantes
(Hac-Wydro, Flasinski y Romanczuk, 2017).

En lo que a virus se refiere, se asocia el mecanismo de accién de los AEs con la
inhibicidn de la sintesis de proteina viral en varias fases de la infeccion. En un estudio,
a pesar que los virus tratados con aceite continuaron expresando mRNAs viral, ellos
mostraron minima expresién de proteinas de virus, indicando supresion en la

traduccion de proteinas virales (Seow et al., 2014).

Por otro lado, para evitar resultados falso positivos o falso negativos, condiciones
fisicas capaces de afectar el mecanismo antimicrobiano de aceites esenciales deben ser
considerados. Como tal, estos deben incluir contenido de grasa, complejidad de los
alimentos, y temperatura. Otros adicionales, bajo pH, bajos niveles de oxigeno, alta
actividad de agua, y niveles de sal han sido reportados previamente por ser capaces de
perturbar las acciones de aceites esenciales (Seow et al., 2014).
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2.11 Actividad antimicrobiana y composicién de los aceites esenciales

Los AEs pueden consistir en monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos y otros
componentes que podrian afectar solos o con otros constituyentes, causando un efecto
antimicrobiano sinérgico. Varios terpenos actian como moléculas de defensa en la
planta; por ende, juegan un rol significativo en la infeccion microbiana (Mohamed et
al., 2019).

Espina et al. (2011) afirma que la actividad antimicrobiana del AE de mandarina se
podria atribuir también a la interaccion sinérgica de los otros constituyentes presentes
en pequefias cantidades. Madhumita, Guha y Nag (2019) mencionan que en aceites
esenciales, la mayor parte de su actividad antibacteriana es atribuida a terpenoides

oxigenados como alcoholes y terpenos fenolicos.

Los AEs con las mayores actividades antibacteriales contra patdgenos, tienen una gran
proporcion de constituyentes fendlicos como timol y carvacrol de orégano, y eugenol
de clavo. Por ende, se sabe que el mecanismo de accidn de aceites esenciales es similar

a la de estos compuestos fendlicos (Seow et al., 2014).

El AE de hojas de alverja obtenido por SFME, inhibe mejor las bacterias respecto al
obtenido por HD, pudiéndose enlazar este hecho con la més alta cantidad de
sesquiterpenos- que son compuestos que poseen actividad antibacteriana- presentes en
el AE extraido por SFME (Qia et al., 2014).

Los compuestos oxigenados son mas valiosos que los hidrocarburos monoterpénicos
porque son altamente odoriferos y contribuyen sustancialmente a la fragancia del
aceite esencial (Chen et al., 2016; Liu, Zu y Yang, 2017). La mayor cantidad de
sesquiterpenos oxigenados en el aceite obtenido por microondas se debe,
probablemente, a los mayores momentos dipolares de estos compuestos respecto a los
hidrocarburos sesquiterpénicos. Los compuestos con mayores momentos dipolares son
capaces de reaccionar mas intensamente bajo la irradiacion de microondas y por lo
tanto pueden extraerse mas facil y completamente de los materiales vegetales (Liu, Zu
y Yang, 2017; Wei et al., 2018).

Bousbia et al. (2009) relaciona la mayor actividad antibacteriana y antioxidante del
AE de hojas de romero obtenido por MHG en comparacion al extraido por HD, con el

mas alto contenido de componentes oxigenados en el producido por MHG.
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Muchos autores han vinculado la capacidad antifingica de los aceites esenciales
citricos con compuestos como D-limoneno, linalool o citral: que estan presentes en
diferentes concentraciones en estos aceites. Otro autor, atribuyd esta funcion a los
compuestos fenolicos: la anfipaticidad de estos compuestos pueden explicar sus
interacciones con bio- membranas y entonces, su actividad antimicrobiana. De hecho,
la parte hidrofilica de la molécula interactia con la parte polar de la membrana,
mientras que el anillo de benceno hidrofobico y las cadenas laterales alifaticas son
enterradas en la parte interna hidrofobica de la membrana bacteriana. Ademas, la
participacion del grupo hidroxilo en la formacion de enlaces hidrogenos y la
acidificacion de estos compuestos fendlicos podrian tener otras posibles explicaciones
(Viuda- Martos et al., 2008).

Sobre el limoneno en especifico, un modelo de membrana bacteriana es mas sensible
al efecto del mismo a bajas temperaturas, a pesar de que a bajas temperaturas la
membrana estd mas condensada. Esta influencia puede estar conectada con que la
volatilidad y evaporacion del limoneno se incrementa con mas altas temperaturas. Asi
pues, se evidencia que la temperatura es un factor importante para la aplicacién del
limoneno como preservante de alimentos, afectando tanto las propiedades de la
membrana bacteriana, como la concentracion del aditivo activo en el sistema (Hac-
Wydro, Flasinski y Romanczuk, 2017).

En la Tabla 6 se muestra la actividad antibacteriana de Citrus medica y limoneno
contra los microorganismos comunes de deterioro y patdégenos, monitoreados por la

técnica de disco difusion.

Entre los monterpenos detectados en el AE de mandarina, carvona y oxido de limoneno
fueron activos contra varias de las especies de hongos y bacterias patdgenas
analizadas. En adicion, se not6 que carvona disipa el gradiente de pH y potencial de
membranas de las células que pueden disturbar el estatus metabolico de las células
(Espina et al., 2011).

Verica y Petar (2014), al analizar aceite esencial de mirto, reportan que la mayor parte
de compuestos del aceite - terpenos oxigenados, como son 1,3 cineole, linalool y a-
terpinol; exhiben potente actividad antioxidante. La actividad antibacteriana de la

mayoria de terpenoides esta relacionada con sus sus grupos funcionales y ha sido
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demostrado que el grupo hidroxilo de terpenoides fendlicos y la presencia de
electrones deslocalizados son importantes para la actividad antibacteriana.

Tabla 6

Actividad antibacteriana de Citrus medica y limoneno contra los microorganismos comunes

de deterioro y patdgenos monitoreados por el ensayo de disco difusion

Aceite esencial de )
o ) Limoneno
Citrica medica

Especies microbianas

Inéculo inicial (log cfu/mL)

5 7 5 7
Salmonella Enteritis 10+0,3 7+0,7 25+0,5 17+0,7
Salmonella Typhimurium  10+0,5 70,7 2610,3 20£0,5
Escherichia coli 12+0,5 10+0,5 25+0,7 20£0,7
Listeria monocytogenes 10+0,5 7+0,5 15+0,3 10+0,7
Staphylococcus aureus 16+0,5 10+0,3 18+0,3 15+0,3
Pseudomonas fragi 15+0,5 12+0,3 27+0,7 15+0,3

Fuente: Mitropoulou et al. 2017

Algunos compuestos terpenoides de los AEs son capaces de desempefiarse como
desacopladores, interfiriendo de esta forma con la translocacion de protones sobre la
vesicula de la membrana y subsecuentemente interrumpliendo la fosforilacion ADP.
Los terpenoides son un ejemplo de agentes lipido solubles que afectan las actividades
de las enzimas catalizadas por membrana exhibiendo accion sobre las vias
respiratorias. Terpenoides especificos con grupos funcionales, por ejemplo alcoholes
fenolicos o aldehidos, también interfieren con enzimas y/o proteinas integradas o

asociadas a la membrana, deteniendo su produccién o actividad (Verica y Petar, 2014).

Algunos resultados han indicado que los compuestos fenolicos contribuyen
significativamente en la actividad antibacteriana. Se puede atribuir esta actividad a la
inhibicién enzimatica llevada a cabo por los compuestos fendlicos mas oxidados
probablemente, mediante la reaccion con los componentes sulfhidrilos o mediante las

interacciones no especificas con proteinas. Los acidos cindmico y cafeico mostraron
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ser toxicos para los microorganismos. Los taninos como fenoles poliméricos solubles
en agua, estan comdnmente presentes plantas herbéaceas y lefiosas. Los taninos han
sido reportados por poseer actividad de eliminacion de radicales libres y también
efectos antibacteriales. Los taninos hidrolizables tienen potencial antibacterial
Helicobacter pylori y parecen ser prometedores en la erradicacion de la bacteria sin
afectar la microbiota intestinal. Una gran cantidad de flavonoides es sintetizada por
plantas para luchar contra bacterias de infeccion, entonces no es sorpresa que ellos
exhiban actividad antimicrobiana in vitro, y similares referencias respecto a las

catequinas (Verica y Petar, 2014).
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CAPITULO Ill. METODO EXPERIMENTAL

3.1 Extraccidn de aceite de cascara de naranja por microondas libre
de solvente (SFME)

El AE de céscara de naranja fue extraido por microondas libre de solvente (SFME), en
un equipo microondas MILESTONE modelo NEOS (fabricado por Milestone S.r.l),
con una maxima potencia de salida de 900 W, a 2450 MHz., con incrementos variables
de potencia de 1 W. Este equipo cuenta con un sensor infrarrojo de temperatura, una
pantalla tactil y una cdmara que permite visualizar la muestra en su interior durante el
proceso. Durante el experimento, ademas de la temperatura, tiempo y potencia también
fueron monitoreados por el equipo. La temperatura del agua de refrigeracién fue de
5°C.

En la Figura 6 se esquematiza el proceso de extraccion, donde 500 g de cascara de
naranja (Citrus sinensis), variedad Valencia; previamente cortada y picada (0.6 cm?
aprox.), fueron colocados en un envase cilindrico de 2 litros de capacidad. La muestra
se calent6 por la interaccion con las ondas electromagnética producidas por el equipo,
arrastrando el vapor de agua producido en consecuencia al aceite esencial ubicado en
las glandulas de la matriz. Esta mezcla paso a través del condensador dispuesto sobre
el equipo (parte superior). Después de la condensacidn, la mezcla fue decantada para
la separacion de aceite de agua. Se seco el AE extraido con sulfato de sodio anhidro,

y se almaceno a 4 °C (en refrigeracion) hasta su uso.

El equipo microondas se programé segun los experimentos desarrollados detallados
en la Tabla 7, a una etapa: a 800 y 400 W; y a dos etapas: empleando potencias de 800
y 400 sucesivamente y viceversa. Los tiempos de extraccion se definieron segun se
explica en el item 3.1. Las extracciones fueron realizadas por triplicado por cada
tratamiento establecido.

En la Figura 7, se detalla el procedimiento experimental seguido de forma grafica. Se
analizo la humedad inicial de la cascara de naranja, se obtuvo las curvas de rendimiento
y temperatura en funcién del tiempo, se analiz6 la composicion quimica y actividad
antimicrobiana de los aceites extraidos. Asi mismo, se calcularon los consumos de

energia eléctrica y emision de CO> por cada tratamiento.
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Condensador >

Aceite esencial —— »

Fase acuosa —p
Material vegetal
Horno microondas —»

Figura 6: Extraccion por microondas libre de solvente (SFME)

Fuente: Elaboracion Propia (2019)

Tabla 7

Tratamientos desarrollados

Ti (i=1,...,4) Numero Condiciones de extraccion (Potencia y
de etapas tiempo)
T1 1 800 W por 10, 15 y 20 minutos
T2 1 400 W por 40, 50 y 60 minutos
T3 2 1° Etapa: 800 W por 5 minutos. 2° Etapa: 400
W por 25 y 30 minutos
T4 2 1° Etapa: 400 W por 25 minutos. 2° Etapa: 800

W por 5y 10 minutos

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Figura 7: Diagrama experimental
Fuente: Elaboracion Propia (2019)
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3.2 Rendimiento de Extraccién

El rendimiento de extraccion se calcula como el porcentaje de la masa obtenida de AE
sobre la masa del peso seco de la cascara de naranja empleada, como se detalla en la Ec.
1 (Liu etal., 2018).

Rendimiento de aceite esencial (%) = Masa de aceite esencial obtenido (g) x 100 (Ec. 1)

Masa del peso seco de cascara de naranja (g)

3.3 Consumo de Energia

El consumo especifico de energia para obtener AE de la cascara de naranja, fue calculado
segun la Ec. 2, que considera: potencia de salida del microondas y tiempo de extraccion,
considerandose este Ultimo como el tiempo en el que se extrae la mayor cantidad de aceite
esencial segun lo sefialado en el item 3.1, ya que el tiempo remanente se considerdé como

un periodo no productivo (Kusuma y Mahfud, 2017).

Consumo de energia = Potencia microondas (W) x tiempo de extraccion (s) (Ec. 2)
(KW-h) 3600000

Adicionalmente, el consumo especifico de energia de los diferentes tratamientos puede

ser expresada segun la Ec. 3 (Kusuma y Mahfud, 2017)

Consumo especifico de energia = Consumo de energia (kW-h) (Ec. 3)

(KW-h/g aceite esencial) Masa de aceite esencial extraido (g)

3.4 Emisiéon de CO:

El impacto ambiental se estimd calculando la cantidad de CO> emitida. Esto se llevo a
cabo segun el procedimiento mencionado en estudios previos: para obtener 1 kW-h de
energia a partir de carbono o combustible, 800 g de CO; seran liberados en la atmosfera
durante su combustion. Por ende, la emision de CO> se calcul6 de acuerdo a la Ec. 4
(Kusuma y Mahfud, 2017).
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Emision CO2 (g)= Consumo de energia (kW-h) x 800 (Ec. 4)

Para la emision de CO2 por gramo de aceite esencial extraido bajo los diferentes

tratamientos, se aplicé la Ec. 5 (Kusuma y Mahfud, 2017).

Emision CO; especifico (g/ g aceite esencial) = ___Emisién CO, (g) (Ec. 5)

Masa de aceite esencial extraido (Q)

3.5 Analisis Fisicos

Como analisis fisicos se realizaron los analisis de humedad sobre la cascara de naranja
por el método de desecacidn por estufa; y las mediciones de indice de refraccion sobre el
AE extraido. Ambos métodos se realizaron segun los indicado en el AOAC (2012). Los

analisis se realizaron por triplicado.

3.6 Analisis quimicos

Los AEs fueron analizados por cromatografia de masas acoplado a espectofotémetro de
masas (GC- MS) (Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector
espectrometro de masas Agilent Technologies 5975C), usando una columna capilar J&W.
Phase DB- 5ms, 60 m de largo x 250 um de didmetro interno x 0.25 pum espesor de film.

El andlisis se realizd bajo las siguientes condiciones: Gas portador He; velocidad de flujo
1 mL/ min; Split: splitless; rampa de temperatura: Empieza a 40 °C y sube a 6°C/ min
hasta 180 °C; 3 °C/ min hasta 200 °C por 5 minutos y finalmente 30°C/ min hasta 300 °C
manteniéndose por 3 minutos. Tiempo de corrida: 41 minutos 33 segundos.

Se diluyd 20 uL de aceite esencial en 1 mL de diclorometano y luego se inyectd 5 pL al

cromatografo de gases.

Los constituyentes de los AEs se identificaron comparando el indice de retencion relativa
y los espectros de masas con los de los compuestos de la biblioteca de espectros de masas
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NISTO08.L, asi como mediante la comparacion de los patrones de fragmentacion de los

espectros de masas con los datos publicados en la literatura.

Los analisis fueron ejecutados por triplicado. El promedio de éstas tres repeticiones y su

desviacion estandar fue calculado por cada componente.

3.7 Actividad Antimicrobiana

La técnica de disco difusion fue empleada para calcular la actividad antimicrobiana de
los aceites esenciales. El fundamento basico de la misma, es la difusion del AE por medio
del agar. Un compuesto antimicrobiano eficaz, por causa de la inhibicion del crecimiento

de microbios, puede exhibir una zona de inhibicién (Seow et al., 2014).

Se emplearon dos cultivos bacterianos: uno Gram positivo: Listeria Monocytogenes
(ATCC 19115) y uno Gram negativo: Escherichia Coli (ATCC 8739). Una suspension
de la bacteria analizada (0.1 mL de 10° CFU/mL) fue inoculada en las placas previamente
Ilenadas con medio solido. Discos de papel filtro (6 mm de diametro) fueron cargados
con 50 pL de aceite, colocados en las placas inoculadas e incubados a 37 °C por 24 h. El
aceite esencial se difunde en el agar y evita el crecimiento microbiano en su area de accién
(Seow et al, 2014). Se miden las &reas claras alrededor del disco, que marcan la zona de
inhibicidn, y una mayor area clara muestra una mayor eficacia antimicrobiana del aceite
esencial. Los didmetros de las zonas de inhibicion fueron medidos en mm. Los

experimentos fueron realizaros por triplicado.

3.8 Andlisis Estadistico

Cada variable de respuesta fue testeada por triplicado. Métodos convencionales de
estadistica fueron usados para calcular las medias y desviaciones estandares. Un disefio
completamente al azar (DCA) fue empleado para determinar si hay diferencia
significativa entre los tratamientos aplicados (p<0.05) mediante un andlisis de varianza
(ANOVA), comprobandose los supuestos de homogeneidad de varianzas, independencia
y normalidad de residuos, previamente. Posteriormente, para evaluar cuales son los
tratamientos diferentes entre si, el test de Tukey fue aplicado entre las medias de los

tratamientos. Aquellos tratamientos que muestran letras iguales en la misma columna, no
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tienen diferencias significativas entre si, y aquellos con letras diferentes, presentan
diferencias significativas entre si. Se empled el paquete estadistico Minitab 18, en su
version gratuita para el analisis estadistico de los datos obtenidos. En los Anexos (Figuras

20, 21, 26, 27, 28 y 29; y Tablas 14, 15 y 16), se muestran las graficas y tablas obtenidas
en este software.

54



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Rendimiento de las Extracciones realizadas por SFME

El mecanismo de extraccion por microondas se fundamenta en la fuerte absorcion de
energia por el agua in situ, lo que proporciona el aumento de temperatura al interior de la
muestra y, por ende, la ruptura de las células de aceite esencial por el agua in situ
(Lucchesi et al., 2007).

Las Figuras 8, 9, 10 y 11 muestran el rendimiento obtenido de AE de cascara de naranja
en el tiempo, bajo diferentes potencias de 800 (Tratamiento 1), 800/ 400 (Tratamiento 2),
400/ 800 (Tratamiento 3) y 400 W (Tratamiento 4) respectivamente. Se pueden observar
tres fases distintivas en las cinéticas de extraccion de todos los tratamientos, que se

detallan a continuacioén:
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Figura 8: Rendimiento de extraccion del aceite esencial de naranja a 800 W en funcion del

tiempo
Fuente: Elaboracion propia (2019)

- La primera fase AB, esta representada por una linea creciente. En esta primera fase se

observan las pendientes mas inclinadas, con valores entre 0,2285 y 0,5632; lo que indica
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que la mayor parte de aceite esencial es extraido durante esta etapa. Segun Benmoussa et
al. (2016), esto se debe a la facilidad de extraccidn de las primeras cantidades, ubicadas
en la superficie de las células vegetales. Estas representan entre 63,2% y 70,9% del
rendimiento total obtenido por SFME. En general, ésta primera fase, es mas prolongada
en los tratamientos que inician a 400 W (tratamiento 3 y 4), respecto a los que inician a
800 W (tratamientos 1 y 2). Esto se vincula con el menor tiempo requerido por los
tratamientos que inician con alta potencia (800W), para alcanzar la temperatura de
ebullicién (3,9 y 3,8 minutos para los tratamientos 1y 2 respectivamente) -definido como
tiempo de demora (tcut), donde las primeras gotas de aceite empiezan a aparecer- respecto
a los tratamientos que inician con baja potencia (400W), donde los tcut SON 7,6 y 7,7
minutos para los tratamientos 3 y 4 respectivamente. Segin Navarrete, Mato y Cocero
(2012), a mayores niveles de potencia, la temperatura se incrementa mas rapido,
consumiendo menos tiempo. En las Figuras 8 y 9 se observa que esta primera etapa es
mas prolongada en el tratamiento 2 (800/ 400 W) respecto al tratamiento 1 (800 W) a
pesar de que ambos inician con la misma potencia de 800 W. Esto ultimo puede atribuirse
al cambio de potencia que tiene lugar dentro de esta primera fase en el tratamiento 2, lo
cual conlleva a una desaceleracion inicial en el rendimiento, y subsecuente prolongacion
de esta primera etapa. La temperatura alcanzada en esta primera fase se encuentra
alrededor de los 100 °C. Este comportamiento es similar a lo observado por Benmoussa
et al. (2016), quien menciona que la primera fase estuvo representada por una linea
creciente hasta que la temperatura alcanzo los 100 °C, y asi se logré la evaporacion de las

primeras gotas de aceite esencial.

- La segunda fase BC estad marcada por una segunda linea en aumento de menor pendiente
(entre 0,0568 y 0,1145), donde las cantidades extraidas de aceite representan
aproximadamente entre 19,9% y 33,0%. Bousbia et al. (2009) afirman que ésta segunda
fase representa la difusion interna del aceite esencial desde el centro de las particulas
hacia el medio externo, involucrado con el calentamiento interno del agua situado en las
células de la planta. En esta segunda fase, la temperatura se conserva alrededor de los 100
°C a presion atmosférica, llegando a alcanzar entre 102 y 104 °C en la Gltima etapa de
extraccion. La duracion de esta etapa es similar en todos los tratamientos, fluctuando entre
12,5 minutos para los tratamientos 1 y 2 (ver Fig. 8 y 9), y 15 minutos para los
tratamientos 3y 4 (ver Fig. 10y 11).
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Figura 9: Rendimiento de extraccion del aceite esencial de naranja a 800/ 400 W en funcidn del
tiempo

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Fuente: Elaboracion propia (2019)
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- La tercera fase CD esta representada por una linea de menor inclinacion, con valores de
pendiente entre 0,0198 y 0,0285; casi horizontal al final, lo cual marca el final de la
extraccion. En el caso del cuarto tratamiento, el rendimiento sélo es graficado hasta el
minuto 59, ya que la matriz empieza a presentar quemaduras pasado este tiempo de
extraccion. Los tiempos de duracion de esta etapa son similares en los tratamientos 1, 2 'y
3 (entre 5 y 10 minutos) (ver. Fig. 8, 9 y 10), mientras que en el tratamiento 4, en donde
la extraccion se lleva a cabo a 400 W, el tiempo de duracién es de 29 minutos (ver Fig.
11).

El perfil de rendimiento observado es similar al descrito por Bousbia et al (2009), quienes
utilizaron hidrodifusion por microondas y gravedad para la obtencién de AE de romero.
Los tiempos totales de extraccion (hasta que no se obtuviera mas aceite esencial), se
establecieron considerando que los mismos, tal como afirma Lucchesi et al. (2007), deben
ser los Optimos para maximizar el rendimiento sin afectar la calidad del aceite esencial.
En base a lo observado en la tercera etapa CD y dando por concluida la extraccion cuando
los rendimientos fueron inferiores a 0,1%, se establecieron tiempos de extraccion de 20,

30, 35y 55 minutos para los tratamientos 1, 2, 3 y 4 respectivamente (ver Tabla 8).

Tabla 8
Tiempos de extraccion, rendimiento e indice de refraccién de los aceites esenciales obtenidos
Tiempos totales indice de
de extraccion Rendimiento (%) refraccion
(min) (20°C)
o Trat. 1 (800 W) 20 3,06 + 0,05 1,47
|_
Tl Trat. 2 (800 W/ 400 W) 30 360° + 009 147
=
|<£ Trat. 3 (400 W/ 800 W) 35 3,25 + 0,03 1,47
<
= Trat. 4 (400 W) 55 3570 + 0,11 1,47

ab.¢\/alores que comparten la misma letra no son significativamente diferentes entre si

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Segun los resultados obtenidos por Li et al. (2012), al evaluar la influencia de la potencia
de extraccion y el tiempo sobre el rendimiento de AE de Dryopteris fragrans, mencionan

que el tiempo es el principal pardmetro que incide en la eficiencia de extraccidon. Aunque
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extender el tiempo de irradiacion conduce a un ligero aumento en el rendimiento del AE,

prolongar alin mas este tiempo, resulta en poca volatizacion y descomposicion.

Esto ltimo coincide con lo observado en el tratamiento 4, donde a partir del minuto 55
el rendimiento esta por debajo del 0,1%, y a partir del minuto 59, se observa que la cascara
de naranja empieza a presentar quemaduras lo que resulta en la extraccion de otros tipos
de compuestos de descomposicion. En la misma Tabla 8 también se hace referencia a los
rendimientos, observandose que no hay diferencia significativa entre los tratamientos 1y
3, ni entre los tratamientos 2 y 4; siendo estos ultimos significativamente mayores. Los
rendimientos obtenidos en base seca se encuentran entre 3,05 y 3,57%. Bousbia et al.
(2008), al someter tres diferentes variedades de céascaras naranja a MHG, obtuvieron

rendimientos entre 0,9 y 1,2%.

El menor rendimiento obtenido en el tratamiento 1, el cual se llevo a cabo a 800 W durante
toda la extraccion, puede relacionarse con lo mencionado por Bousbia et al. (2008) sobre
que una potencia alta podria resultar en pérdida de compuestos volatiles. Esto podria
deberse a que, tal como Kusuma y Mahfud (2016) afirman, potencias elevadas promueven
un aumento de temperatura mas rapido, de manera que en algunos casos el sistema de
refrigeracion no es capaz de condensar todo el vapor a la misma velocidad y puede dar
lugar a la pérdida de compuestos volatiles. Asi mismo, esta pérdida también podria
deberse a que un cambio brusco de temperatura resulta en descomposicion térmica (Li et
al., 2012).

Esto ultimo podria relacionarse a su vez con lo obtenido en el tratamiento 3, donde si bien
se obtuvo un ligero incremento en el rendimiento de extraccion respecto al tratamiento 1,
este no fue estadisticamente significativo, debido probablemente, a la descomposicién
térmica que refiere Li et. al (2012), en los Gltimos 10 minutos de extraccion, donde el
material fue llevado de 400 W a 800 W.

Por otro lado, es en los tratamientos 2 y 4 en donde se obtiene un mayor rendimiento de
extraccion. En el primer caso, la extraccion inicia a una potencia alta durante 5 minutos,
de los cuales 3,8 minutos corresponden al tiempo de demora (tcyt) para iniciar la
destilacion propiamente dicho. Este tiempo es similar al te: del tratamiento 1 (3,9
minutos). Durante este tiempo se extrajo 22% del total de aceite esencial y, al reducir la
potencia a la mitad, se estarian evitando las pérdidas de compuestos volatiles

mencionados anteriormente por lo cual se obtendria un mayor rendimiento de extraccion.
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Asi mismo, la elevada velocidad de evaporacion en este tratamiento, caracterizado por la
pendiente inclinada de la primera fase de extraccién (m= 0,3392) (ver Figura 9), estaria
relacionado con el alto rendimiento obtenido, ya que, tal como afirma Lucchesi et al.,
(2007), el poder de irradiacion determina la velocidad de evaporacion del agua durante
SFME. Cuanto mas elevada es la velocidad de evaporacion, mayor es el rendimiento de
la cantidad de AE extraido.

En general, observaciones similares a las realizadas fueron hechas por Megawati y
Murniyawati (2015), quienes reportan que a la potencia de 800 W, menor aceite esencial
de naranja de Bali fue obtenido, mientras que a la potencia de 600 W, se obtuvo un mayor

rendimiento.

Megawati et al. (2019), explican que el mecanismo de transferencia de masa de aceite
esencial de maza de nuez moscada por MAHD es controlado por difusién intra- particula
siguiendo la ley de Fick. El coeficiente de difusién (De) para una potencia de 800 W (1,65
x 102 m?/s) es mayor para una de 600 W (1,39 x 10" m?/s). Consecuentemente, el
rendimiento de extraccién durante los 10 primeros minutos fue mayor para el proceso
llevado a cabo a 800 W, en comparacion con el llevado a cabo a 600 W. Situacién
contraria ocurrio a los 15 y 20 minutos, donde el rendimiento fue mayor en el caso de la
potencia de 600 W en relacidn a la potencia de 800 W.

Ante estos resultados, los autores mencionan que la temperatura de operacion incrementa
cuando la potencia es mayor. La temperatura aumenta como resultado de la habilidad de
los materiales y solventes de absorber energia microondas. A mayor potencia, mayor sera
la energia absorbida por el material. La energia absorbida es convertida en calor por lo
que, en una primera fase, mayores rendimientos se obtendran. Luego, se presume que a
800 W, ocurre la mayor degradacion de compuestos del aceite. Al mismo tiempo se
sospecha que el area superficial del condensador no es suficiente para proveer el area de

transferencia de calor necesaria para completar la condensacion.

En el caso del tratamiento 4, se emplea una baja potencia de extraccion durante todo el
proceso, siendo este tratamiento el que requiere mayor tiempo de extraccion (55 minutos),
ya que, al aplicar una menor potencia, se transfiere energia de forma mas lenta al proceso,
siendo el tce= 7,7 minutos. Segun Chen et al. (2016), la prolongacion del tiempo de
extraccion seria util para completar la extraccion de los compuestos objetivo cuando la

potencia de los microondas permanece baja. Estos autores recomendaron una baja
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potencia de extraccion (150 W) por un tiempo prolongado (90 minutos) para obtener por
SFME aceite esencial de cascara de pomelo, en donde se tuvo el mayor rendimiento.

En la Figura 12, se grafican las curvas de temperatura obtenidas en cada tratamiento. En
los tratamientos 1 (800 W) y 2 (800/ 400 W), las curvas son mas verticales, lo que indica
que se alcanza més rapidamente la temperatura a la que se inicia la destilacion en estos
tratamientos que comienzan con alta potencia; en comparacion con aquellos que inician
con una baja potencia (tratamientos 3: 400/ 800 W y tratamiento 4: 400 W). Esta relacién
entre potencia y temperatura es mencionada por Costa et al. (2014), quienes dicen que la
potencia de microondas y temperatura estan interrelacionados, ya que la alta potencia de
microondas aumenta la temperatura del sistema, lo que resulta en menores rendimientos

de extraccion de compuestos termo sensibles.
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Figura 12: Curvas de temperatura en funcién del tiempo
Fuente: Elaboracion propia (2019)

Respecto a la humedad obtenida de la cascara de naranja, la misma fue de 67,05 + 1,05%.
El indice de refraccion de los AEs producidos fue 1,47; lo que concuerda con lo reportado
por Viuda- Martos et al. (2008), quienes mencionan un valor de 1,47 a 20°C para el AE

de naranja (Citrus Sinensis).
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4.2 Consumo de energia y emision de CO-

La reduccion de extraccion de tiempo usando dos potencias en un mismo proceso es
claramente ventajoso (ver Fig. 13). En la Tabla 9 se indica el consumo de energia y
emision de COz que requieren y conllevan los tratamientos estudiados. EI mayor consumo
de energia se obtuvo en el tratamiento 4 (0,367 kW-h), precisamente el tratamiento de
donde se obtuvo una de las eficiencias de extraccion mas altas, mientras que, el menor
consumo de energia se observo en el tratamiento 2 (0,233 kW-h), del cual también se
obtuvo uno de los rendimientos més altos, numeéricamente mayor que el tratamiento 4, y
estadisticamente igual (sin diferencia significativa) a este tratamiento. EI segundo menor
consumo de energia se observé en el tratamiento 1 (0,267 kW-h), seguido del tratamiento
3 (0,300 kW-h).

Tabla 9
Consumo de energia (kW-h) y Emisién de CO;

Consumo  Consumo de energia

deenergia  por g de aceite (KW- Emisionde  Emision de CO2

COz2 (9) por g de aceite (g)

(KW-h) hlg)

ol Trat. 1 (800 W) 0,267 0,026 + 0,0003 213,3 20,8 + 0,25
E Trat. 2 (800/ 400 W) 0,233 0,019 + 0,0001 186,7 155 + 0,07
,<§£ Trat. 3 (400/ 800 W) 0,300 0,028 + 0,0008 240,0 22,0 + 0,63
é Trat. 4 (400 W) 0,367 0,031 + 0,0002 2933 245 + 0,16

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Consumos similares fueron mencionados por Kusuma y Mahfud (2016), quienes
mostraron gastos de energia de 7,249 kW-h, 0,660 kW-h y 0,198 kW-h, para la
produccién de AE de Pogostemon cablin por HD, MAHD y SFME respectivamente; y
por Bousbia et al. (2009), quienes refieren que el costo reducido de extraccion es
claramente ventajoso para el método de hidrodifusion por microondas y gravedad (MHG
por sus siglas en inglés) propuesto, en términos de tiempo y energia. La energia necesaria
para realizar los dos métodos de extraccion son respectivamente 3 kW-h para HD y 0,2
kW-h para MHG.
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Respecto al impacto ambiental, la cantidad calculada de emision de didxido de carbono
emitido en la atmosfera presenta la misma tendencia que el consumo de energia. El
tratamiento 4 resulta en la mayor emision de COz (293,33 g), seguido del tratamiento 3
(240,00 g), tratamiento 1 (213,33 g), y tratamiento 2 (186,67 Q).

mm Consumo de energia (kW-h) mm Consumo de energia por g de aceite (KW-h)
Emision de CO2 (g) Emisién de CO2 por g de aceite (g)
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Figura 13: Consumo de energia (kW-h) y Emision de CO,
Fuente: Elaboracion propia (2019)

Bousbia et al. (2008) reportaron una emision de 160 g durante la obtencion de AE a partir
de céscara de naranja por MHG. A su vez, Benmoussa et. al. (2016), reportaron una
emision de 472 g COz por gramo de AE de semillas de hinojo, extraido por SFME; y
Chemat et al. (2006), reportaron un valor de 25 g CO por gramo de AE de lavanda,

extraido por microondas.

ESFME fue propuesto como un proceso rapido y limpio para la extraccién de compuestos

volatiles de plantas medicinales y aromaticas (Benmoussa et al., 2016).

Los métodos de extraccion por microondas como MAHD y SFME ya son considerados
como métodos de extraccién "verdes", debido al bajo consumo de energia que requieren
(Kusuma y Mahfud, 2016). Segun los resultados obtenidos, variando las condiciones de

proceso, se pueden incurrir en ain mas ahorros de energia y emision de COx.
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Los resultados obtenidos estan de acuerdo con lo observado por Bustamante et al. (2016),
quienes aducen una disminucion en la eficiencia de energia de microondas aplicada a
medida que aumenta el tiempo de extraccion. Por lo tanto, con la finalidad de desarrollar
un proceso de extraccion eficiente utilizando energia de microondas, deben elegirse
tiempos de irradiacion cortos. Sin embargo, los mayores rendimientos que estos autores

obtuvieron de aceites esenciales fueron después de tiempos de extraccion mas largos.

Estos mismos autores mencionan que, esto llevaria a creer que en lugar de aplicar una
potencia constante sobre el tiempo de extraccion (lo que conduce a un procedimiento
menos eficiente), seria méas beneficioso para el proceso de extraccion aplicar la energia
de microondas en (al menos) dos etapas diferentes para i) Ahorrar costos de energia y ii)
Aumentar el rendimiento del aceite esencial. En efecto, los resultados obtenidos muestran
que al aplicar dos etapas, se puede conseguir un mayor rendimiento de extraccién, y al
mismo tiempo, un menor gasto de energia y emision de CO», tal como se observa en el
tratamiento 2 (800/ 400 W).

4.3 Composicion del aceite esencial

Segun los resultados obtenidos y detallados en la Tabla 10, la composicion de los aceites
analizados esta conformada por: entre 98,44 y 99,51% de monoterpenos hidrocarburos,
entre 0,47 y 1,30% de monoterpenos oxigenados, entre 0 y 0,26% de otros compuestos
aldehidos. En los Anexos (Figura 22 23, 24 y 25), se muestran los cromatogramas
obtenidos.

En los tratamientos 1, 2 y 3 se identificaron 4 compuestos que constituyen el 100% de los
aceites esenciales. En el tratamiento 4 se identificaron 9 compuestos que constituyen el
100% del aceite esencial. Esto podria atribuirse al menor efecto térmico e hidrolitico en
este Ultimo tratamiento, al haberse Ilevado a cabo a una baja potencia constante durante

toda la extraccion.

Los principales componentes de estos aceites fueron los mismos en todos los
tratamientos: Limoneno (95,11- 97,33%), seguido de - Mirceno (1,77- 2,47%), Linalool
(0,47- 1,25%) y a- Pineno (0,37- 0,59%). Segun Tisserand y Young (2014), limoneno,
linalool y pinenos se encuentran en diversos aceites esenciales, de hecho, muy pocos no

contienen ninguno de éstos.
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Tabla 10

Composicion quimica de los aceites esenciales de naranja

TRATAMIENTO

Trat. 1 (800 W) Trat. 2 (800 W/ 400 W) Trat. 3 (400 W/ 800 W) Trat. 4 (400 W)
tr % en la muestra T % en la muestra tr % en la muestra tr % en la muestra
(min.)  (&reas relativas) R 7 (&reasrelativas) (min.)  (areasrelativas) (min.)  (areas relativas)
a- Pineno 12,30 0,42 + 0,02 12,31 0,38 0,11 12,31 0,37 10,07 12,30 0,59 = 0,09
Sabineno - - - - - - - - - 13,34 0,23 = 0,03
B- Mirceno 13,64 1,81 + 0,07 13,64 1,77 40,10 13,64 1,81 £0,04 13,64 2,47 + 0,29
Octanal - - - - - - - - - 14,02 0,08 + 0,02
D- Limoneno 14,87 96,83 + 0,32 14,87 97,33 0,17 14,87 97,32 10,17 14,89 95,11 + 0,75
Terpinoleno - - - - - - - - - 16,38 0,05 + 0,01
Linalool 16,60 0,96 + 0,37 16,61 0,51 0,07 16,61 0,47 40,11 16,60 1,25 + 0,25
a- Terpineol - - - - - - - - - 19,25 0,05 + 0,01
Decanal - - - - - - - - - 19,32 0,18 + 0,06
Monoterpenos
. 99,22 + 0,37 99,49 10,07 99,51 0,08 98,44 + 0,33
hidrocarburos
Monoterpenos
. 0,78 + 0,37 0,51 0,07 0,47 10,11 1,30 + 0,26
oxigenados
Otros (aldehidos) - - - - - - 0,26 + 0,07

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Esta composicion es similar a la reportada por Bousbia et al. (2008), quienes al
caracterizar aceites esenciales obtenidos de céscara de tres variedades diferentes de
naranja por MHG, encontraron entre 97,57 y 98,33% de Monoterpenos hidrocarburos
(principalmente: 94,64- 95,20% de Limoneno; 1,64- 1,85% de  -Mirceno; 0,43-0,46%
de a- Pineno); y entre 0,67- 0,99% de Monoterpenos oxigenados (principalmente: 0,41-
0,88% de Linalool; 0,06-0,09 de a- Terpineol), Sesquiterpenos (0,11- 0,19%),

Sesquiterpenos oxigenados (0-0,08%) y otros compuestos oxigenados (0,23- 0,43%).

Un estudio revel6 que la HD podria promover la formacion de alfa- pineno y beta- pineno
a causa de la alta temperatura por tiempos prolongados (Wei et. al, 2018). En la presente
investigacion, la mayor cantidad de alfa-pineno se obtuvo efectivamente en el tratamiento
que mas tiempo requiere (55 min., Trat. 4), donde la temperatura alcanzada es de 104°C

en los Gltimos minutos del proceso.

Cabe mencionar que los aceites esenciales contienen compuestos organicos que absorben
fuertemente la energia microondas. Compuestos con alto y bajo momentos dipolares
pueden ser extraidos en varias proporciones mediante extraccién por microondas.
Compuestos organicos, como compuestos oxigenados, que tienen un momento dipolar
alto van a interactuar mas vigorosamente con las microondas y pueden ser extraidos mas
facilmente en contraste con compuestos aromaticos que tienen bajo momentos dipolares
(como hidrocarburos monoterpenos) (Bousbia et al., 2009). Existe la posibilidad entonces
de que, en los tratamientos que involucren mayores potencias, esto haya impulsado la
extraccion de mayor contenido de hidrocarburos monoterpenos respecto al tratamiento 4

(400W), el cual se llevd a cabo a una baja potencia en su totalidad.

4.4Actividad antimicrobiana del aceite esencial de naranja

A pesar del empleo de preservantes para prevenir el deterioro de alimentos y los
patogenos transmitidos por alimentos, la seguridad alimentaria es ain un reto en esta
industria. Actualmente, hay una necesidad para desarrollar la aplicacion de ingredientes
naturales, como una alternativa segura y efectiva a los preservantes quimicos (Elizaquivel
et al, 2013).
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En el presente estudio, se emplearon cepas de Listeria Monocytogenes y Escherichia coli,
ambos ampliamente difundidos en la industria alimentaria por ser microorganismos
patogenos para el hombre e indicadores de higiene respectivamente, que pueden estar

presentes tanto en superficies como en alimentos.

Segun Reza et al. (2014) la propiedad antimicrobiana de los AEs ha sido el fundamento
de muchas aplicaciones, incluyendo la preservacion de alimentos crudos y procesados,
farmacéuticos, medicina alternativa y terapias naturales. Mas aun, esta propiedad muestra
un efectivo camino para prevenir el desarrollo de varios sabores desagradables y

compuestos indeseables como resultado de la peroxidacion lipidica en alimentos.

Basandonos en la escala de medicion mencionada por Espina et al. (2011), donde una
zona de inhibicion > 20 mm es fuertemente inhibitoria; una zona de inhibicion <20-12
mm es moderada/medianamente inhibitoria; y una zona de inhibicion < 12 mm es no
inhibitoria; se puede decir que tanto en el caso de L. Monocytogenes como de E. coli, se

obtuvo una actividad antimicrobiana moderada (<20-12mm) en todos los tratamientos.

Se ha reportado que aceites esenciales de citricos como mandarina, tienen efecto
antimicrobiano contra E. coli, K. pneumoniae, S. aureus y Salmonella entérica. El aceite
esencial de limon tiene propiedades contra Lactobacillus plantarum, L. monocytogenes,
Candida albicans, Balcillus subtilis, E. coli, K. pneumoniae y Salmonella entérica.
Adicionalmente, algunos estudios han demostrado inhibicion y reduccion en el nimero
de patoégenos transmitidos por alimentos como Salmonella spp., E. coli O157:H7, y L.
monocytogenes por aceites esenciales citricos (Chavez- Gonzales, Rodriguez- Herrera y
Aguilar, 2016). Juarez et al. (2010), observaron que el AE de naranja obtenido por
hidrodestilacion, presenta actividad antibacterial contra bacterias Gram positivas como

son S. aureus y S. epidermidis; sin embargo, no obtuvieron actividad contra E. coli.

La actividad antibacterial de los aceites esenciales tiene relacion con su caracteristica de
hidrofobicidad, lo cual, tal como explica Seow et al. (2014), representa su habilidad de
reaccionar con lipidos en la membrana bacteriana. Esto incrementa la permeabilidad de
la membrana, perturba la estructura original de la célula y rompe homeostasis. Cuando
hay una cantidad sustancial de fuga del contenido celular de la bacteria, éstas se

convierten suceptibles a la muerte celular.
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Otros autores sugieren que la actividad antibacteriana es producida por las interacciones
provocadas por los AEs en los sistemas enzimaticos relacionados con la produccion de
energia y en la sintesis de componentes estructurales de las células bacterianas. Por otra
parte, se sugiere que los constituyentes de aceites esenciales cruzan la membrana
bacteriana, interactuando sus enzimas y proteinas, produciendo por lo tanto, un flujo de
protones hacia el exterior de la célula, lo que provoca cambios celulares y, por ultimo, la
muerte celular. También se ha revelado que la actividad antimicrobiana esta vinculada a
la habilidad de los terpenos de alterar la permeabilidad y otras funciones de la membrana,
pudiendo estos compuestos cruzar las membranas celulares, ingresando entonces a la

celula e interactuando con sitios criticos intracelulares (Viuda- Martos et al., 2008).

En general, la Tabla 11 muestra que los aceites esenciales extraidos exhiben una mayor
actividad antimicrobiana contra L. Monocytogenes (Gram positiva) que contra E. coli
(Gram negativa); siendo la mayor actividad exhibida por aquellos obtenidos por los
tratamientos 2, 3 y 4 contra L. Monocytogenes, los cuales no presentan diferencias
estadisticas entre si, pero si respecto al aceite correspondiente al tratamiento 1, quien
present6 la menor actividad contra esta bacteria.

Tabla 11

Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de naranja obtenidos

Diametro de zona de inhibicion

(mm)
AEE Escherichia coli
monocytogenes

b a
o [ 153° + 08 147° + 03
s
L a a, b
= Trat.2(800/400w) 1700 F 02 1450 = 05
< a b
'&E Trat. 3 (400/800w) 170 % 05 1350 £ 05
= 1828 + 03 122 + 03

Trat. 4 (400 W)

ab.¢\/alores que comparten la misma letra en la misma columna no son significativamente
diferentes entre si

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Por otro lado, la mayor actividad contra E. coli corresponde a los aceites obtenidos por
los tratamientos 1 y 2, seguido de los tratamientos 3 y 4 respectivamente, no habiendo

diferencias estadisticas entre los aceites de los tratamientos 2 y 3.

Los resultados obtenidos muestran una mayor actividad antimicrobiana sobre una bacteria
Gram positiva (L. Monocytogenes) en comparacion con una Gram negativa (E. coli).
Seow et al. (2014) y Umagiliyage et al. (2016) mencionan que en general, fitoquimicos y
aceites esenciales tienen una mejor actividad antimicrobiana en microorganismos Gram-
positivos. Microorganismos Gram- negativos poseen una membrana externa rica en
lipopolisacéaridos que es casi impermeable a componentes lipofilicos, previniendo
entonces que varios componentes antimicrobianos del aceite esencial la penetren. Las
enzimas hidroliticas presentes en su espacio periplasmico pueden también ayudar en la
hidrolizacion de sustancias antimicrobianas. Por otro lado, segin Seow et al. (2014), las
bacterias Gram- positiva no tienen esta barrera, pudiendo los componentes hidrofdébicos
del aceite esencial contactar directamente con la bicapa fosfolipida de la membrana
bacteriana y causar el aumento de permeabilidad i6nica, fugas de constituyentes
intracelulares asi como impedancia del sistema enzimatico. Sin embargo, los aceites
esenciales pueden ain actuar en las bacterias Gram- negativa debido a la presencia de
proteinas porina en la membrana externa que crea canales suficientemente largos para
permitir el paso de componente de poca masa molecular. Espina et al. (2011) también
encontré que la actividad antibacteriana de aceites esenciales de citricos en bacterias

Gram positiva fue mayor que en las Gram negativas.

Segun la literatura, hay una correlacion entre la actividad antimicrobiana y la composicién
de los aceites esenciales (Madhumita, Guha y Nag, 2019). Respecto al hecho de que los
aceites obtenidos por el tratamiento 4 y 1 posean una de las mayores actividades contra
Listeria Monocytogenes y E. coli respectivamente, podria relacionarse con su mayor
contenido ligero de monoterpenos oxigenados (Linalool en ambos casos y a- Terpineol

adicionalmente en el aceite del tratamiento 4).

Ciertos autores han demostrado que los monoterpenos oxigenados tienen una mayor
actividad antimicrobiana que los hidrocarburos (Espina et al., 2011). Al respecto, se ha
reportado que la actividad antioxidante del linalool es sufiencientemente fuerte para
justificar sus activas propiedades bioldgicas en la terapia de cancer y tratamientos

antimicrobianos (Noacco et al., 2018).
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Madhumita, Guha y Nag (2019), relaciona la fuerte actividad antimicrobiana del aceite
esencial de betel, con la mayor cantidad de Linalool presente en este aceite. Estos mismos
autores, mencionan que el Linalool muestra una fuerte actividad antimicrobiana contra
cultivos bacterianos como E. coli, S. Aureus y P. Aeruginosa. Chavez- Gonzales,
Rodriguez- Herrera y Aguilar (2016) hacen referencia ademas a las propiedades
antimicrobianas de este compuesto contra Shigella sonnei, Salmonella flexneri,
Staphylococcus epidermis, Arcobacter butzleri, Campylobacgter jejuni, E. coli 0157:H7,

y L. monocytogenes.

De igual manera, Chavez- Gonzales, Rodriguez- Herrera y Aguilar (2016), mencionan
que o- Terpineol tiene un efecto importante en E. coli, Salmonella Typhimurium, L.

monocytogenes y S. aureus.

Asi mismo, también se puede observar, que el aceite obtenido mediante el Tratamiento 2
exhibi6 una de las mayores actividades antimicrobianas contra L. Monocytogenes y E.
coli respectivamente, no siendo su actividad estadisticamente diferente respecto al aceite
obtenido por el Tratamiento 3. En general se observa una ligera mayor cantidad de
monoterpenos hidrocarburos en ambos casos, siendo el Limoneno, el compuesto

predominante.

Segun Chavez- Gonzales, Rodriguez- Herrera y Aguilar (2016), las propiedades fisico-
quimicas y biol6gicas del limoneno tienen un importante impacto en las propiedades
biolégicas de los primordiales constituyentes del aceite esencial. Umagiliyage et al.
(2016) mencionan que muchas publicaciones han revelado que los aceites esenciales que
poseen limoneno como fitoquimico prominente, tienen actividad antimicrobiana contra

varias especies de microorganismos.

Limoneno ha mostrado ser efectivo contra S. aureus, L. monocytogenes, Salmonella
entérica, y Saccharomyces bayamus, asi como otros microorganismos. Se ha encontrado
que este compuesto es efectivo contra cultivos de E. coli, Klebsiella pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae y Staphylococcus epidermis, pudiendo ejercer una actividad
antimicrobiana potente y de amplio espectro.

Los resultados de los experimentos realizados en membranas bacterianas artificiales por
Hac-Wydro, Flasinski y Romanczuk (2017) evidencian que el limoneno es capaz de

incorporarse en el sistema lipidico y alterar sus propiedades, sin embargo, la fluidizacion
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inducida por el aceite esencial es determinado por la concentracion de limoneno, modelo

de la composicion de membrana y sus propiedades.

Mitropoulou et al. (2017) reportan una zona de inhibicion de 15 +0,3 y 25 + 0,7 mm
contra L. Monocytogenes y E. coli respectivamente por parte del Limoneno, partiendo de

una inoculacion inicial de 5 log UFC/ mL en ambos casos.

Hay que considerar que la actividad antimicrobiana, si bien esta relacionada con los
compuestos que forman parte de los aceites esenciales, también lo esta con la interaccién
de los mismos. Verica y Petar (2014) sefialan que pruebas in vitro indican que los terpenos
son ineficientes como antimicrobianos cuando son aplicados como compuestos

individuales.

De igual manera Viuda- Martos et al. (2008) mencionan que es razonable creer que por
causa de la complejidad de los aceites esenciales, dificilmente se podria atribuir su total
efecto antimicrobiano a uno 0 unos pocos principales componentes. Diversas
investigaciones han demostrado que los aceites esenciales exhiben actividades
antimicrobianas mas pronunciadas que sus principales constituyentes, y que el efecto

sinérgico de los diferentes compuestos del AE fueron bien observados.
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CAPITULO V. DISENO DE UNA LINEA DE PRODUCCION
PILOTO DE ACEITE ESENCIAL DE CASCARA DE
NARANJA

Segun muchos investigadores, el disefio de planta es una forma de reducir el costo de
fabricacion y aumentar la productividad. También aumenta el buen flujo de trabajo en la

ruta de produccion (Shewale, Shete y Sane, 2012; Wiyaratn y Watanapa, 2010)

Dedicar un poco de tiempo a planificar el arreglo antes de la instalacion puede evitar
pérdidas innecesarias. Planificar el disefio desde el principio antes de construir la planta
u oficina es la mejor manera de reducir los costos notablemente. Es importante que las

instalaciones se gestionen adecuadamente para lograr el objetivo (Ojagui et al., 2015).

Para el disefio de una linea de produccion piloto de aceite esencial de naranja, se emplean
herramientas de la metodologia Planeamiento Sistemaético de la distribucion (SPL por sus
siglas en inglés). Esta metodologia es ampliamente usada segun Naqvi et al. (2016), en el
disefio para varias pequefias y medianas empresas. Para esto, se definid primero, el flujo
de operaciones a seguir para conseguir el producto deseado (ver Fig. 14) y se enumero
las &reas y equipos requeridos para una planta con capacidad de procesar 3,350 kg/ h de
cascara de naranja, con lo cual se podria obtener- en base a los resultados de esta
investigacion- 80,7 g/ h aproximadamente de aceite esencial de naranja. Bousbia et al.
(2009) obtuvieron rendimientos de aceite esencial de naranja entre 0,84% y 1,26%, por
hidrodestilacién durante 180 minutos. Considerando estos datos, y usando un equipo de
hidrodestilacion con la misma capacidad en volumen de materia prima, se obtendria una

capacidad de produccion entre 5y 7 g de aceite esencial/ h.

En laFig. 14 se presenta el diagrama de operaciones propuesto para la linea de produccion
piloto de aceite esencial de naranja. La materia prima, cascara de naranja obtenida de
comercializadores/ productores de jugo de naranja, es ingresada a la planta, inspeccionada
visualmente y pesada en la etapa de Recepcion y pesado. Aqui se controla adicionalmente,
la humedad de la materia prima. A continuacion, la materia prima es alimentada al equipo

picador semi automatico, donde el producto es trozado y recibido en jabas.
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Diagrama
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Figura 14: Diagrama de operaciones para la extraccion de aceite esencial

Fuente: Elaboracidn propia (2019)
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Luego, el producto es colocado en recipientes de 5 litros de capacidad, el cual es colocado
al interior del equipo de extraccion por microondas, de donde se obtiene el aceite esencial

arrastrado por el vapor generado en la misma materia prima.

La separacidn del agua y aceite esencial se realiza por decantacion, y el aceite obtenido
es envasado en frascos oscuros. Antes del cierre del envase, se realiza una inertizacion
con nitrégeno, con la finalidad de prolongar la vida de anaquel del producto.

Posteriormente, el producto es colocado en cajas y almacenado.

En base a la informacion anterior, se listaron las areas requeridas (ver Tabla 12) y los
equipos requeridos por area (ver Tabla 13). Se tienen 15 areas en total de las cuales 10 no
requieren de divisiones fisicas por estar relacionadas con actividades de produccion y
control de materia prima (MP) y producto terminado (PT). Asi mismo, en la Tabla 14 se
mencionan los equipos requeridos de proceso, analisis, y de registro de resultados y

controles.

Tabla 12

Lista de areas requeridas

N° AREA
1  Recepcion y pesado de MP
2 Picado
Llenado y pesado de MP
3 picada

4  Extraccion

5 Decantacion

6 Envasado y empacado

7  Control de PTy MP

8  Registro de controles

9 Lavado de materiales

10 Lavado de manos

11 Aduana sanitaria
Preparacién de material de

12  envasado/ empacado

13 Almacén de nitrégeno
Almacén de producto

14 terminado

15 SSHH y vestuarios

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Tabla 13

Lista de equipos requeridos

N° EQUIPO UNIDADES AREA
A Balanza 1 Recepcion y pesado
B Picadora 1 Picado
Llenado y pesado de
C Balanza de precision 2 materia prima/
Envasado y empacado
D Microondas 1
E Bafio de 1 Extraccion
recirculacion
F UPS 1
G  Perade decantacion 2 Decantacion/
Envasado y empacado
H Balanza de humedad 1
I Refractometro 1 Control de PT'y MP
) Computadora 1 Registro de controles
K Impresora 1

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Mediante un cuadro relacional de actividades (ver Fig. 15), se evaluaron las posibles
interrelaciones de cada area respecto a todas las demas areas requeridas. Se tienen seis
niveles de relacién (Absolutamente necesario, Especialmente importante, Importante,
Ordinario, No importante, No deseable) y siete razones de proximidad (Flujo de producto
en proceso, Facilidad de supervisién/ inspeccion, Flujo de personal, Buenas practicas de
manufactura, Registro de controles, Flujo de accesorios/ material de analisis/ residuos,
Por conveniencia/ comodidad). En este cuadro se puede observar que la interrelacion mas
fuerte viene dada por flujo de producto en proceso.

76
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Figura 15: Cuadro relacional de actividades

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Luego, con ayuda del diagrama relacional de actividades (ver Fig. 16), las areas fueron distribuidas tratando que la secuencia de las operaciones
esté de acuerdo al diagrama de operaciones, y que las actividades con mayor flujo de material estén lo mas proximas posibles entre si; cumpliendo

de esta manera, con el principio de circulacion o fujo de materiales y el principio de minima distancia recorrida.

Q ;) (2

Figura 16: Diagrama relacional de actividades
Fuente: Elaboracion propia (2019)
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En base al tamafio aproximado que requiere cada area y al diagrama relacional de actividades, se elabora el Diagrama Relacional de Espacios

(ver Fig. 17), en el cual la dimension que ocupa cada actividad es proporcional al area que requiere.

N® AREA
1 Recepcidn y pesado de MP
15 12
2 Picado
3 Llenadoy pesado de MP picada
11 14 4 Extraccion
5 Decantacién
6 Envasadoy empacado
6 7  Control de PTy MP
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8 7 g — 10 13 10 Lavado de manos
11 Aduanasanitaria
Preparacion de material de
12 envasado/ empacado
5 13 Almacén de nitrogeno
14  Almacén de producto terminado
4 15 S5HH yvestuarios
| ‘ ‘ A Absolutamente necesario
1
2
3
| Importante
O Ordinario

Figura 17: Diagrama relacional de espacios
Fuente: Elaboracidn propia (2019)
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Finalmente, en la Figura 18, se presenta el plano en 3D del disefio propuesto para una linea de produccion piloto de aceite esencial de cdscara

de naranja, realizado con el software Autocad 2018.

Figura 18: Disefio de una linea de produccidn piloto de aceite esencial a partir de cascara de naranja
Fuente: Elaboracion propia (2019)
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En la Fig. 19, se presentan los flujos de personal, producto en proceso, producto en

inspeccion y material de envase/ empaque.

— > Flujo de personal 1 | e—
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Figura 19: Flujos de personal, producto en proceso, material de envase/ empaque y producto en
inspeccion

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

6.1Conclusiones

Tras realizar el estudio del efecto de la curva de temperatura en el proceso de extraccion
de aceite esencial de naranja por microondas libre de solventes, en su rendimiento,

composicion y actividad antimicrobiana, se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1) La curva de temperatura obtenida durante el proceso de extraccion tiene un efecto
significativo sobre el rendimiento de extraccion. La Tabla 8 muestra que son los
tratamientos 2 (800/ 400 W) y 4 (400 W) los que presentaron mayores rendimientos (3,05
y 3,60% respectivamente); siendo el tratamiento 2 el que conlleva menor consumo de
energia (0,233 kW-h) y emision de CO2 (186,7 g) (ver Tabla 9 y Figura 13).

2) La composicién de los aceites esenciales de naranja, detallada en la Tabla 10,
presentd en general los mismos compuestos mayoritarios: Limoneno (95,11- 97,33%),
seguido de B- Mirceno (1,77- 2,47%), Linalool (0,47- 1,25%) y a- Pineno (0.37- 0,59%).
El tratamiento 4 present6 adicionalmente, tres hidrocarburos oxigenados adicionales en
menores cantidades (1,30% en total) y dos aldehidos (0,26% en total).

3) Todos los aceites esenciales obtenidos por SFME, presentan actividad
antimicrobiana contra Listeria Monocytogenes (Gram positivo) y Escherichia Coli (Gram
negativo). En la Tabla 11 se muestra que esta actividad es mayor contra Listeria
Monocytogenes. Los tratamientos 2, 3 y 4 presentan actividad similar y
significativamente mayor (zona de inhibicién= 17,5; 17,5 y 18,2 mm respectivamente)
contra L. Monocytogenes respecto al tratamiento 1 (15,3 mm); y los tratamientos 1, 2y 3
(zona de inhibicion= 14,7; 14,5 y 13,5 mm) presentan mayor actividad contra E. coli
respecto al tratamiento 4 (12,2 mm).

4) El disefio propuesto para una linea de produccién piloto de extraccion de aceite
esencial a partir de c&scara de naranja por SFME, y que se muestra en las Figuras 18 y
19, tiene una capacidad para procesar 3,350 kg/h de céscara de naranja lo que, de acuerdo
a los resultados obtenidos hasta el momento, podria resultar en 80,7 g/h de aceite esencial.
Emplear un equipo de extraccion tradicional por hidrodestilacion, con la misma capacidad
en volumen para contener la misma prima, resultaria en una capacidad de planta mucho

menor (entre 5y 7 g de aceite esencial/h aproximadamente), considerando los resultados
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obtenidos por Bousbia et al. (2009), sobre tiempos y rendimientos de aceites de cdscara
de citricos. La linea de produccion propuesta tiene una distribucion monolineal, que
requiere 30 m? de area aproximadamente para operaciones de proceso y control de

producto/ materia prima, y 19 m? aproximadamente para areas relacionadas.

6.2 Recomendaciones

Se tienen las siguientes recomendaciones:

Realizar estudios similares (extracciones por microondas en dos o mas etapas,
combinando potencias altas y bajas) en otras matrices, y evaluar su rendimiento,

composicion y actividad antimicrobiana.

Llevar a cabo el estudio realizado a mayor escala, empleando equipos microondas

industriales para las extracciones de aceite esencial.

Cuantificar la concentracion de los compuestos de los aceites esenciales producidos

por microondas.

Desarrollar investigaciones sobre la actividad antimicrobiana de aceites esenciales
extraidos por microondas en alimentos, productos cosméticos y de higiene personal, y

su impacto sobre la vida en anaquel y test de desafio.

Evaluar el impacto de aceites esenciales producidos por microondas, sobre los
atributos sensoriales de alimentos, cosméticos y productos de higiene personal; en los

gue pueda estar presente como ingrediente.

Evaluar el impacto de aceites esenciales producidos por microondas sobre la actividad

antimicrobiana de los sanitizantes, en los que pueda estar presente como ingrediente.
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ANEXOS

Tabla 14

Anélisis de varianza (ANOVA) sobre el rendimiento de aceite esencial

N

=

-0.05 DUl (1111
Residuo

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp
Tratamiento 3 062069 0206893 3677 0.000
Error 8 0.04502 0.005627
Total 11 0.66371
Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Figura 20: Gréfico de residuos para el rendimiento de aceite esencial

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para Rendimiento (b.s.)
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%I un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 21: Analisis de Tukey para el rendimiento de aceite esencial
Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Figura 22: Cromatograma del aceite esencial obtenido por el Tratamiento 1 (800 W)
Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Figura 24: Cromatograma del aceite esencial obtenido por el Tratamiento 3 (400/ 800W)
Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Figura 25: Cromatograma del aceite esencial obtenido por el Tratamiento 4 (400 W)
Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Tabla 15

Anélisis de varianza (ANOVA) sobre la actividad antimicrobiana contra Listeria
Monocytogenes

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ValorF Valorp
Tratamiento 3 13.729 4.5764 15.69 0.001
Error a8 2.333 0.2917

Total 11 16.062

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Graficas de residuos para Listeria monocytogenes
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Figura 26: Grafica de residuos para la actividad antimicrobiana contra Listeria Monocytogenes
Fuente: Elaboracion propia (2019)

96
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Figura 27: Analisis de Tukey para la actividad antimicrobiana contra Listeria Monocytogenes

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Tabla 16

Anélisis de varianza (ANOVA) sobre la actividad antimicrobiana contra Escherichia Coli

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor P Valorp
Tratamiento 3 11.676 3.8919 24.84 0.000
Error 8 1.253 0.1567

Total 1 12.929

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Figura 28: Gréfica de residuos para la actividad antimicrobiana contra Escherichia Coli

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Figura 29: Anélisis de Tukey para la actividad antimicrobiana contra Escherichia Coli

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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