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RESUMEN

Se optimizaron los pardmetros de extraccion de aceites esenciales de Limoncillo
(Cymbopogon citratus) y Cascara de naranja (Citrus sinensis) por las técnicas de
Hidrodestilacion por arrastre de vapor y Ultrasonido; para ello se realizaron dos
disefios experimentales, uno factorial para la técnica de hidrodestilacion, teniendo
como variables independientes: tiempo de secado de la muestra, tiempo de
extraccion y cantidad de muestra; y un disefio compuesto central para ultrasonido
que tiene como variables independientes: temperatura de extraccion, relacion
etanol/agua (solvente) y concentracidon de la muestra. Los porcentajes de extraccion
obtenidos para el aceite esencial de limoncillo por Hidrodestilacion y Ultrasonido
fueron 0,91% y 1,38%; mientras que, la cascara de naranja rindié 0,59% y 1,29%
respectivamente, siendo la técnica de Ultrasonido mas eficiente en ambos casos.
Las propiedades fisicas y caracteristicas sensoriales de los aceites esenciales
extraidos por ambas técnicas fueron similares, incluyendo los espectros de IR, que
mostraron los mismos grupos funcionales. Mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas fueron identificados los componentes
mayoritarios de los aceites esenciales.



1. INTRODUCCION

Las plantas llevan a cabo varios procesos metabodlicos para respirar y realizar la
fotosintesis. En primer lugar se encuentran los del metabolismo primario, que
involucran la produccion de compuestos organicos esenciales, denominados
metabolitos primarios, los cuales estan clasificados en cuatro grupos: carbohidratos,
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. A partir de algunos de estos compuestos se
generan otros procesos agrupados en el metabolismo secundario, los cuales no
son esenciales para el desarrollo vital del organismo. La dindmica bioquimica de la
planta abarca la produccion de una gran variedad de sustancias, distinguiéndose
los aceites volatiles, taninos, cumarinas, flavonoides, saponinas, alcaloides,
esteroides, glicésidos y poliaminas?.

En el mundo hay mas de 17000 especies de plantas que producen aceites
esenciales (AE). En la obtencion se utilizan flores, hierbas, brotes, hojas, frutas,
corteza, ralladura y semillas. La composicion puede variar con el lugar de origen, el
momento de recoleccion y el método de extraccion, entre otros. Los AE se clasifican
de acuerdo a la consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes
mayoritarios!?.

Los AE generan gran interés, especialmente en investigacion. El redimiendo de la
extraccion depende de la técnica y generalmente es muy bajo, aproximadamente,
el 1% Los métodos clasicos de extraccion son prolongados (3-6 h) y poco
eficientes, en este grupo se incluye la hidrodestilacion, el arrastre por vapor de agua,
vapor hidrodestilacién, vapor-destilacion e hidrodifusion. En su mayoria, se
caracterizan por utilizar calor, por lo que llegan a generar alteraciones quimicas en
las moléculas componentes del AE. También se incluyen en este grupo los métodos
con disolvente organico y prensado en frio, que no necesitan calor, pero al igual que
los anteriores, tienen bajos rendimientos. Las técnicas modernas son mas eficientes,
no requieren el uso excesivo de solventes, ni calentamiento o si lo requieren es muy
suave; se destacan la extraccién asistida por ultrasonido, microondas y fluidos
supercriticos?. La primera es una técnica limpia, no degradante y eficiente, debido
al aumento de la penetracién del disolvente en las células vegetales por la
cavitacion®,

En este documento se presentan los resultados experimentales de la optimizacién
en la extraccion de los AE de limoncillo y de cascara de naranja, los cuales se
analizaron estadisticamente. En la literatura se han encontrado porcentajes de
extraccion por la técnica de Hidrodestilacion; entre ellos se tienen a Rodriguez-
Pérez. W et al (2006), el cual obtuvo un porcentaje de rendimiento de 0,43% en la



extraccion de AE de limoncillo* y Ledn-Méndez. G et al (2015) que obtuvo un
porcentaje de rendimiento de 0,42% en la extraccion del AE de cascara de naranja®.

El limoncillo (Cymbopogon citratus) es una planta perenne y alta, de las hojas
angostas y largas de las cuales se extrae el AE conformado mayoritariamente por
neral, geranial y B-mirceno*. Se usa principalmente en sectores como el
farmacéutico, cosmético, de alimentos y en agricultura. Los usos terapéuticos
incluyen el tratamiento de afecciones nerviosas y molestias gastrointestinales;
también se usa como antiespasmadico, analgésico, antiinflamatorio y sedante. En
la literatura hay reportes sobre la capacidad antioxidante, antimicrobiana y anti
fungica del AE del limoncillo?®.

La naranja por su parte, es la fruta mas cultivada en el mundo (100 millones de
toneladas por afio)’. Aproximadamente el 40% de la produccién se destina a la
elaboracion de jugo, generando mas de doscientos mil toneladas de residuos de
cascara, constituida por flavedo, albedo (parte no comestible de la fruta) y semillas
gue se transforman en alimentos para animales. El AE de la cascara de naranja
(Citrus sinensis L.) contiene terpenos, acidos grasos, carotenoides y el D-limoneno,
un monoterpeno volatil, considerado el mas abundante y representativo de todos
ellos (71-95%)8.



2. MARCO TEORICO

2.1 Metabolitos secundarios.

Los metabolitos secundarios se definen como compuestos de bajo peso molecular
gue no tienen un papel reconocido en el mantenimiento de los procesos de vida
fundamentales en las plantas que los sintetizan, pero tienen un papel importante en
la interaccion de la planta con su medio ambiente?®.

Las primeras plantas terrestres aparecieron hace aproximadamente 450 millones
de afios; al pasar de un ambiente acuatico a un ambiente terrestre, estas plantas
primitivas tuvieron grandes desafios, como cambios de temperatura rapidos,
exposicion UV, ocupacion de microorganismos entre otros. La necesidad de
adaptacion para superar estos y mas inconvenientes generan la produccion de
metabolitos secundarios; y gracias a la especiacion (hace 145 afios
aproximadamente), hay una explosion de produccion de metabolitos secundarios
(100000 descubiertos hasta hoy) productores de aromas, colores y sabores en las
plantas®1°,

2.2 Aceites esenciales (AE).

La Farmacopea Europea, define los AE como productos odorantes, generalmente
de composicién compleja, obtenidos de materias primas vegetales botanicamente
definidas, mediante métodos fisicos de arrastre con vapor de agua, destilacién en
seco 0 métodos mecanicos sin calentamiento, comunmente, de bajo impacto en la
composiciéon quimica del AEZ.

2.2.1 composiciéon quimica de los AE.

Los AE son mezclas naturales muy complejas que pueden contener
aproximadamente 20-60 componentes en diferentes concentraciones, dos o tres de
ellos son componentes principales en concentraciones variadas (20-70%), que
incluso, dan lugar a las propiedades biologicas del AE. Los terpenoides son
considerados los componentes mas importantes, porque determinan las
propiedades, usos y aplicaciones del AE. Estos compuestos se derivan de cadenas
de isopreno (C5), presentandose mayoritariamente como monoterpenos (C10),



sesquiterpenos (C15) y diterpenos (C20). Se clasifican en alifaticos o arométicos;
segun la presencia de grupos funcionales en alcoholes, como el mentol y bisabolol;
fenoles, como el timol y carvacrol; aldehidos, como el geranial y citral; también se
incluyen las acetonas tipo alcanfor y thuyona; los ésteres, tales como el acetato de
bornilo, acetato de linalilo y silicato de metilo; los éteres, representados por el 1,8 —
cineol y también los peroxidos, como el asxaridol. Entre los alquenos, se encuentran
los hidrocarburos R(+) limoneno, S(-) limoneno, a pineno y B pineno. En la Figura 1
se exhibe la estructura de algunos componentes principales de varios AE*.

TERPENOS
Carbonos Monociclicos  Carbonos Biciclicos Alcoholes aciclicos Fenoles
Monoterpenos ~
= ‘@ S OH
A | OH
Cimeno  Limoneno Alfa-pineno Citronelol Geraniol Carvacrol  Timol
i NS NS NS
Sesquiterpenos OH

Farnesol

COMPUESTOS AROMATICOS

Aldehido Alcohol Fenol SCH, Derivados Metoxy
O A
H /
OCHj;
OH

L . Anethol
Cinamaldehido Alcohol cinamilo Chavicol Eugenol

TERPENOIDES ISOPRENOIDES

@OH

Ascaridol

Mentol

Figura 1. Estructura de algunos compuestos principales de AE?.



2.2.2 Aplicaciones de los AE.

Se sabe que los AE de las plantas actian como aditivos naturales, por ejemplo
como agentes antimicrobianos, antioxidantes, etc. Sus actividades varian segun la
fuente de las plantas, la composicion quimica, los métodos de extraccion, entre
otros. La industria alimentaria utiliza principalmente el AE de canela, citricos, clavo
de olor, limoncillo, cilantro, orégano, salvia, pimiento morrén, tomillo y romero como
conservantes y estabilizantes??.

2.2.3 Secreciéon de AE.

En las plantas los AE se biosintetizan y se almacenan en glandulas secretoras,
éstas glandulas se dividen en dos tipos: las ubicadas en las superficies de la planta
con secrecion exogena y aquellas localizadas dentro de la planta en 6rganos
internos con secrecion endégena?.

2.3 Extraccion de AE.

La extraccion de AE ha sido objeto de gran interés por sus aplicaciones
anteriormente mencionadas. Las técnicas de extraccion han sido también centro de
debate por los cientificos, puesto que la definicion de AE segun la Organizacién
Internacional de Normalizacion (ISO) limita sus métodos de obtencién. De acuerdo
con la norma 1SO 9235.2, el AE se define como “un producto obtenido a partir de
materia prima vegetal ya sea por destilacion con agua o vapor; o del epicarpio de la
fruta por un proceso mecanico, o por destilacion seca™?.

Actualmente, se estan utilizando técnicas sistematizadas de extraccion de AE, las
cuales estan siendo reconocidas por su mayor eficiencia tanto en rendimiento como
en tiempos de extraccion. En la Figura 2 se muestran las técnicas convencionales
y las innovadoras aplicadas en la extraccion de AE.



Métodos convencionales Métodos innovadores
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= Extraccion con fluidos
» Hidrodestilacion supercriticos
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Figura 2. Métodos de extraccion de AE.

2.3.1 Métodos de extracciodn clasicos o convencionales.

Utilizan generalmente el calentamiento de la muestra, generando posibles cambios
en la composicion de los AE extraidos. A continuacion se describen las mas
comunes.

e Hidrodestilaciéon (Hd).

Es el método mas simple y antiguo que se ha utilizado para extraer AE de las plantas.
La Figura 3 muestra un esquema de un hidrodestilador convencional tipo Clevenger.
En este equipo se coloca la muestra con agua dentro de un alambique y se calienta
hasta ebullicion. El aguay las moléculas de los AE forman una mezcla heterogénea
gue alcanza la fase gaseosa a una temperatura inferior a la temperatura de
ebullicion del agua, en un proceso de destilacion azeotrGpica, que involucra
posteriormente la condensacion de los componentes y separacion por decantacion?.
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Figura 3. Hidrodestilador convencional: 1. alambique; 2. condensador.
Tomado de: https://aloucadosperfumes.com/2012/12/20/metodos-de-producao-ii-hidrodestilacao-
e-enfloragem-enfleurage. abril de 2017

La ventaja de la Hd es la facilidad en la separacion del AE y el solvente, ya que son
inmiscibles. Las desventajas son el tiempo de extraccion, entre 3 y 6 horas; el
sobrecalentamiento de la muestra, que causa generalmente alteraciones quimicas
en los terpenos que componen el AE y finalmente, la pérdida de moléculas polares
que pasan al agua en la extraccion?.

e Hd por arrastre de vapor.

Es uno de los métodos oficiales para la extraccion de AE ubicados en el espacio
extracelular. En este caso, la muestra no esta en contacto directo con el agua que
esta siendo calentada, evitAndose en cierta medida la oxidacion de los componentes
del AE o la produccion de reacciones quimicas indeseables. En general tarda
menos tiempo y por ende el consumo energético también es menor ( Figura 4)>.
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Figura 4. llustracion de un equipo de extraccion de AE por arrastre de vapor.
Tomado de: http://www.aromatherii.com/blog/categoria/aceites-esenciales/. Abril de 2017

e Extracciéon con disolventes organicos.

Se utiliza principalmente, para extraer AE termolabiles como los de las flores. Para
efectuarlo, se coloca la planta en un bafio con el disolvente de extraccion. Al cabo
de un tiempo prudente, la mezcla: AE, solvente y restos de la planta, se filtran 'y a
continuacion, se elimina el solvente mediante rotoevaporacion o destilacion. Los
solventes que mas se usan en este proceso son etanol, hexano, éter de petréleo y
metanol. La mayor ventaja que tiene este método es la menor vulneracién de los
componentes del AE, puesto que se realiza a bajas temperaturas y en tiempos
cortos. Los bajos costos son otras ventajas de la extraccion con solventes organicos;
sin embargo, algunos solventes organicos empleados, en especial los
organoclorados, son téxicos y en cierto grado contaminantes?3.

e Prensado en frio.

El prensado en frio es un método que se utiliza generalmente para extraer AE de la
cascara de citricos y se refiere a cualquier proceso fisico en el cual se rompen y se
liberan los sacos de aceites volatiles que se encuentran en la capa externa del
mesocarpio. EI AE se separa mecanicamente mediante prensado en frio
produciendo una emulsion acuosa, la cual es posteriormente centrifugada para
separar los dos componentest4 15,



2.3.2 Métodos de extraccién innovadores.

Actualmente, las industrias estan generando nuevos procesos de extraccion de AE,
amigables con el medio ambiente; adicionando a los métodos clasicos, otros
equipos que ademas de contribuir a la quimica verde, mejoran los rendimientos y
propiedades de los AE extraidos. A continuacion se citan algunos.

e Extraccion con fluidos supercriticos.

Los fluidos supercriticos se generan cuando se coloca un gas a condiciones de
presion y temperatura criticas, dando como resultado un fluido con propiedades muy
especiales tales como viscosidad baja, difusividad alta y densidad proxima a la de
un liguido®. El gas mas utilizado en este tipo de extracciones, es el diéxido de
carbono (COz2), por el agarre critico (baja presion critica, Pc: 72,9 atm y temperatura,
Tc: 31,2 °C); baja agresividad con las moléculas termolébiles de la esencia vegetal,
no es inflamable; est4 disponible en alta pureza a un costo relativamente bajo, es
de facil eliminacién del extracto, por depresion simple, es quimicamente inerte y no
es toxico. Su polaridad es similar a la del pentano, siendo adecuado para la
extraccion de compuestos lip6filoste.

e Extraccion asistida por microondas.

La extraccion asistida por microondas ha estado atrayendo la atencién de
investigadores por su mecanismo de calentamiento basado en la friccion, costo
razonable y buen desempefio a condiciones atmosféricas normales. Esta técnica
estd siendo complementada con métodos convencionales para mejorar los
resultados entre ellos se tienen Hd asistida con microondas, destilacién con vapor
acelerada por microondas, extracciéon con microondas libre de solventes?3.

e Extraccion asistida por ultrasonido (US).

El US es una técnica novedosa verde, limpia, facil de usar, versatil y flexible, usada
para la extraccion de AE'’. El US permite la intensificacion y la extraccion selectiva
de AE, al acelerar la liberacion desde el material vegetal. Las ondas ultrasonicas
usadas tienen una frecuencia por encima del rango audible (>20 kHz) y menores



que las frecuencias del microondas (hasta 10 MHz). Esta region ultrasénica es
importante dependiendo para qué se vaya utilizar, por ejemplo: una sonicacion de
baja intensidad (<1 W/cm?) se utiliza como una técnica analitica no destructiva para
el control de calidad y determinacion de la composicion, estructura y estado fisico
de la materia. Por su parte, la sonicacion de alta intensidad (10-1000 W/cm?) se
emplea en aplicaciones de extraccion y procesamiento?1’,

La eficacia de la extraccion mediante US se ha atribuido a la propagacion de ondas
de presion ultrasonicas a través del disolvente y los fenOmenos de cavitacion
resultantes. EI mecanismo de extraccion procede generalmente por efectos
térmicos y mecanicos de cavitacion que pueden destruir las paredes celulares,
reducir el tamafio de particula y conseguir mayor transferencia de masa a través de
las membranas celulares. La implosion de las burbujas de cavitaciébn genera
colisiones y perturbaciones en las particulas microporosas de la biomasa que
aceleran la difusion del remolino y la difusién interna. La aplicacion de US promueve
la disolucién de los compuestos objetivo, lo que aumenta el rendimiento empleando
tiempos mas cortos al alterar la pared celular. El mecanismo de la interrupcién de
la pared celular debido a la cavitacion se ha representado esquematicamente en la
Figura 5. Debido a la cavitacion, las grietas se desarrollan en la pared celular, lo
gue aumenta la permeabilidad de los tejidos de las plantas facilitando la entrada del
disolvente en la parte interna del material, asi como el lavado de los extractos. Sin
embargo, mas alla de cierto limite, se desperdicia energia ultrasénica, ya que no se
pueden ver mas aumentos debido a las limitaciones de la extraccion de equilibrio.
La consideracion de estos hechos es muy importante para que todo el proceso de
extraccion sea econémicamente mas factible?®.

N - \~~
Agrietamiento formado —¥
por cavitacion

Entra solvente T l extracto sale

@ ®)

Figura 5. Mecanismo de la interrupcion de la pared celular. a) rotura de la pared celular
debido a la cavitacion. b) difusion del disolvente en la estructura celular.
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2.4 Limoncillo (Cymbopogon citratus).

2.4.1 Caracteristicas morfoldgicas y Origen.

El Cymbopogon citratus (DC) Stapf (C. citratus) es una hierba perenne sin tallo con
numerosas macollas rigidas que surgen de un patron rizomatoso corto, que hace
grandes matas. Tiene de 1 a 2 metros de largo; las hojas se adelgazan hacia la
vaina (Figura 6), son estrechas, lineales y rara vez producen flores. El contenido de
AE de la hierba es 0,3-0,7% y su AE contiene 74-76% de citral. Aunque su origen
es desconocido, los autores Skaria BP et al (2012) y Mansurah A. et al (2015)
establecen que posiblemente la planta se originé en Malasia o Sri Lanca; se cultiva
en zonas preferiblemente tropicales y subtropicales con condiciones calidas (25-
30°C) y humedas, por ejemplo Indias Occidentales, Sri Lanca, Brasil, México, China
y Filipinast®?°, En Colombia, es cultivado de 0 a 1900 msnm. Siendo la zona
cafetera el area mas representativa, encontrdndose como cercas vivas alrededor de
los lotes de cultivo o0 como cultivo protector en areas degradadas debido a su efecto
favorable en la conservacion de suelos??.

Figura 6. Hojas de C. citratus recolectado en el ingenio INCAUCA.
Foto tomada por: Tatiana Mufioz

2.4.2 Clasificacion taxonémica

Reino: Plantae

Sub-reino: Tracheobionta
Superdivision: espermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Subclase: Commelinidae
Orden: Cyperales

Familia: Poaceae

VVVYVYVVYVYY
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» Geénero: Cymbopogon
> Especie: cymbopogon citratus?!®

2.4.3 AE de Limoncillo.

El AE de C. citratus contiene geranial (41,82%), neral (35,18%), mirceno (12,75%),
acetato de geranil (3,00%), metil heptano (2,62%), geraniol (1,85%), B- elemeno
(1,33%), elemol (1,2%), acetato de citronelil (0,96%), citronelal (0,73%), 6xido de [3-
cariofileno (0,61%), dipenteno (0,23%), 3-cimeno (0,2%), B- caryophylleno (0,18%),
B-pineno (0,24%), ©6-3-catreno (0,16%), a-pineno (0,13%) y B-felandreno (0,07%)
(Los valores son aproximados)*®.

2.4.4 Usos y aplicaciones del AE de Limoncillo.

El limoncillo se ha cultivado por muchos afios con fines medicinales. Es un remedio
popular para la tos, la elefantiasis, la malaria, la oftalmia, la neumonia y los
trastornos vasculares. Muchos estudios que se le han realizado al AE han
demostrado que tiene propiedades antidepresivas, antioxidantes, antisépticas,
astringentes, bactericidas, fungicidas, nerviosas y sedantes. También, tiene
actividad antimicrobiana contra mohos, levaduras y bacterias Gram positivas y
Gram negativas?®?.

El citral, componente principal del AE de C. citratus es utilizado como materia prima
para la produccion de ionona, vitamina A y B-caroteno; Ademas, es un aditivo
alimentario aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos para su
uso en alimentos (FDA, GRAS, 21 CFR 182,60). El Citral ha sido registrado por la
Comisiobn Europea como aromatizante en productos alimenticios porque no
presenta riesgos para la salud del consumidor?2.

2.5 Cascara de Naranja (citrus sinensis L.)

2.5.1 Caracteristicas morfologicas y Origen.

Los citricos son los cultivos subtropicales mas comunes del mundo. Entre las
especies de citricos, la Citrus sinensis L. Osbeck (C. sinensis L.) conocida
comunmente como naranja dulce es la mas cultivada. Su origen no esta definido,
se cree que es resultante de hibridaciones entre varias especies de citricos del sur
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y este de Africa. EI mayor productor de C. sinensis L es Brasil con el 37% de la
producciéon mundial, seguido de Estados Unidos con 15%7:24.

La C. sinensis L, pertenece a la familia de las Rutaceae, que contiene alrededor de
1700 especies que crecen en paises calidos. Es un &rbol hibrido originario de la
India, Vietnam y el sudeste asiatico?*, es de tamafio mediano (7-10 m), erecto si
contiene semillas y con copa ancha si esta injertado, posee hojas brillantes y flores
blancas y bisexuales, la fruta es redonda de aproximadamente 6-10 cm de diametro
con una cascara ligeramente rugosa, la fruta surge a través del crecimiento y
desarrollo de un ovario y consta de 8-16 carpelos agrupados alrededor y unidos al
eje floral , que forma el nucleo de la fruta. Los carpelos forman Iéculos, o segmentos,
en los que crecen las semillas y los sacos de jugo (vesicula). El pericarpio (corteza
0 cascara) se divide en exocarpio, o flavedo, y mesocarpio, o albedo. El flavedo
consiste en las capas de tejido mas externas, que tienen una epidermis cubierta de
cuticulas y células de parénquima. El flavedo es la parte exterior coloreada y el
albedo es la parte interna, incolora (blanca) o a veces tefiida (naranjas sanguinas)’.

2.5.2 Clasificacion taxonédmica

Reino: Plantae

Division: Traqueofitas
Subdivisién: Angiospermas
Clase: Dicotiledoneas
Subclase: Arquiclamideas
Orden: Geraniales
Suborden: Geraniineas
Familia: Rutaceae
Subfamilia: Aurantioideae
Tribu: Citreae

Género: Citrus

Subgénero: Eucitrus
Especies: Naranjo dulce: Citrus sinensis L.

YVVVVVVVYVYVVVYY

2.5.3 AE de Céascara de naranja.

El AE de cascara de naranja contiene mas de 200 compuestos. En la fraccion
terpénica, el mas abundante es el D-limoneno (71-95%), seguido del B-mirceno
(4,3%), B-pineno (2,4%), y sabineno (1,2%). En la fraccion oxigenada se tiene al
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linalol como el mayor componente (aproximadamente 3%)26. Otros compuestos en
cantidades menores al 1% son: citronellal, geranial, a-pineno y geraniol?6-27,

2.5.4 Usos y aplicaciones del AE de Cascara de naranja.

Se ha demostrado que el AE de cascara de naranja, tiene muchos efectos
farmacoldgicos, como efectos calmantes sobre el sistema nervioso central,
antidiarreico, antiinflamatorio, antibacteriano, antimicético y antioxidante?®. Es de
recalcar que la actividad antimicrobiana del AE de céscara de naranja se atribuye
principalmente a los terpenos que constituyen la mayor parte del AE y es el
resultado de la sinergia entre estos componentes; por lo tanto los efectos
antibacterianos no son uniformes sobre las bacterias, depende de los compuestos
presentes’.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Colombia, el cultivo de naranja esta en crecimiento; principalmente en el eje
cafetero, donde se cultivan alrededor de 110000 toneladas de naranja por afio,
y son distribuidas a diferentes industrias de bebidas para la preparacién de jugos,
bebidas y néctares?*. La elaboraciéon de estos productos genera residuos
agroindustriales que en cantidades significativas pueden crear problemas
ambientales, particularmente la contaminacion del agua debido a la presencia
de biomateriales como AE, pectina y azlcares®. Este proyecto plantea la
extraccion del AE como una alternativa para el uso de los residuos
agroindustriales de cascara de naranja para utilizarlo entre otros, en la industria
de perfumes y de alimentos. Recientemente el D-limoneno, componente
principal del AE de cascara de naranja, se esta utilizando como solvente verde
para la extraccion de grasas y aceites de semilla de olivo®.

El limoncillo es una hierba de muchas regiones Colombianas. El uso principal
del AE de limoncillo es medicinal, pero también, se utiliza la planta completa. El
AE genera valor agregado a la planta, ya que los compuestos presentes en el
AE son responsables de las propiedades farmacéuticas, aromaticas y
saborizantes de la planta.

La explotacién con fines comerciales del AE requiere que el método de
extraccion sea eficiente. En este trabajo se presentan y analizan los resultados
de disefios experimentales estudiados con este propadsito.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.

Obtener limoneno y citral a partir de la cascara de naranja y limoncillo
respectivamente, por los métodos de extraccion de hidrodestilacion y ultrasonido.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

v' Extraer aceite esencial de la cascara de naranja y del limoncillo, por los métodos de
hidrodestilacion y ultrasonido.

v Optimizar los métodos de extraccién teniendo en cuenta tiempo de extraccion,
tiempo de secado de las muestras y cantidad de muestra en el equipo para Hd por
arrastre de vapor; y temperatura, relaciéon etanol: agua como solvente y
concentracion de muestra en el caso del ultrasonido.

v' Caracterizar los aceites esenciales extraidos mediante analisis sensorial, fisico e
instrumental.

v' Comparar el método de Hd con la extraccion asistida por ultrasonido.

16



5. METODOLOGIA

5.1 REACTIVOS Y MATERIALES.

Tabla 1. Reactivos, equipos de laboratorio y material de vidrio utilizados.

Reactivos y disolventes
Agua destilada

Etanol, éter de petrdleo
Sulfato de sodio anhidro
Helio

Equipos de laboratorio
Hidrodestilador

Bafio de Ultrasonido
Refractdmetro manual
Roto evaporador
Balanza analitica
Plancha de calentamiento
Bomba de vacio
Espectrofotometro FT-IR

Cromatégrafo de gases acoplado a
espectrometria de masas CG/MS
Material de vidrio

Balon de fondo redondo 1000 mL
Embudo de separacién 250 mL
Condensador

Vaso de precipitados 250 mL
Probeta 100 mL

Embudo Buchner

Erlenmeyer 500 mL

Erlenmeyer con desprendimiento
lateral 250 mL

Especificaciones

J.T. Baker (Xalostoc, México)
Carlo Erba (Val de Reuil, Francia)
Gas AP, Linde (Bogoté, Colombia)

Arrastre de vapor tipo Clevenger vertical
BRANSONIC®, Ultrasonic cleaner 1510R-DTH
EXTECH, 2192

Laborota 4003

OHAUS, Adventure™

CORNING

YELLOW JACKET, SuoerEvac™
Thermo®IR-NICOLET iS10 accesorio iTR (ATR)

Cromatografo de gases Thermo TRACE1300
Cromatografo de masas Thermo ISQ LT
Cantidad

1

L S S

17



5.2 Obtencion y tratamiento del material vegetal.

5.2.1 Limoncillo.

El limoncillo utilizado para la extraccion de AE, fue recolectado en el Ingenio del
Cauca, localizado al norte del Departamento del Cauca. El material se selecciond,
desechando el que estuviese en mal estado. Luego, se limpioy se seco a la sombra
por 10, 20 y 30 dias. En la Figura 7 se aprecia el limoncillo en las diferentes etapas
de preparacion, recién recolectado del ingenio, durante el proceso de seleccion
manual, secado a la sombra y el limoncillo cortado en trozos de aproximadamente
0.5 cm de largo.

Figura 7. Imagenes del tratamiento del limoncillo. a) Limoncillo recolectado; b) proceso
de seleccién; c¢) secado; d) limoncillo seco y cortado (0,5 cm).

5.2.2 Céscara de naranja.

La cascara de naranja comun se compro en la galeria de la trece, de la ciudad de
Popayan, Cauca. En la Figura 8 se muestra el proceso que inicia con el lavado para
de eliminar tierra y moho, secado con pafio limpio y el pelado con cuchillo de acero
inoxidable. La cascara se secO durante 2 y 4 dias a temperatura ambiente y en la
sombra. Para efectos de comparacion, también se trabajé con cascara fresca.

Antes de someter la cascara al proceso de extraccion del AE, con el fin de mejorar
el rendimiento, se corté en pedazos de aproximadamente 0,5 cm.
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Figura 8. Imagenes del tratamiento a la cascara de naranja. a) Cascara lavada; b) pelado
de la fruta; ¢) cascara de naranja en proceso de secado; d) corte de la ciscara de naranja.

5.3 Extraccion del AE de limoncillo y cascara de naranja.

5.3.1 Método clasico: Hd por arrastre de vapor.

Se utilizd un equipo Hidrodestilador tipo Clevenger vertical, en el cual hay un
compartimiento para colocar la muestra vegetal separada del balon que contiene el
solvente (Figura 9(a)). La muestra vegetal de limoncillo o de cascaras de naranja
previamente pesada, se puso en una malla cilindrica, en el compartimento del
equipo, encima del balén que contenia el agua, cuya ebullicibn generé el vapor que
arrastro los componentes del AE. La mezcla de gases producida, se condensé y
los componentes liquidos formaron dos fases, la orgdnica menos densa se separo,
mientras que la fase acuosa retorno al balén de origen. EIl AE recolectado se sec6
con sulfato de sodio anhidro, se pes6 y se guardd en envase ambar a una
temperatura aproximada de 4°C para analisis posteriores.

5.3.2 Método innovador: extraccion asistida por US.

Las muestras se colocaron en un bafio de US, en un balén de fondo redondo que
contenia el solvente etanol/agua, conectado a un condensador para evitar la pérdida
del solvente. En la Figura 9(b), se aprecia el montaje del equipo utilizado.

Al finalizar el procedimiento se filtrd la mezcla y se extrajo con éter de petréleo,
luego se seco con sulfato de sodio anhidro y se rotoevaporé el solvente. Los AE
recolectados se guardaron en envase ambar a 4°C para analisis posteriores.
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Figura 9. Equipos utilizados para la extraccion de AE a) Hidrodestilador tipo Clevenger y
b) bafio de US.
Foto tomada por: Tatiana Mufoz

La concentracion de extracto (%E) se determiné por medio de la Ecuacion 1

., w
Ecuacion 1 %E = WAE

* 100

MV

Donde, w, es el peso en g obtenido del AE y w,, corresponde al peso en g del
material vegetal respectivo.

5.4 Disefo experimental de optimizacion.

5.4.1 Hd por arrastre de vapor.

El disefio experimental se realizdé con el propésito de determinar las condiciones
Optimas de extraccion del AE de la cascara de naranja y del limoncillo. Se realizé
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un disefio experimental factorial multinivel. La variable de respuesta es el porcentaje
(%E) de extraccion del AE y se evaluaron los siguientes factores:

Tiempo de extraccion, t-extrac- (h)
Cantidad de muestra, peso w (Q)

Tiempo de secado de la muestra, ts (dias)

El disefio elegido de 33, corresponde a 27 experimentos, cada uno de ellos replicado
una vez, para un total de 54 experimentos por muestra de cascaras de naranjay 54
experimentos por muestra de limoncillo. En la Tabla 2 se presentan las condiciones
experimentales que se analizaron para extraccion de AE de cascara de naranja y
limoncillo. Cabe mencionar que en el tiempo de secado (ts), “0” se refiere al material
vegetal fresco.

Tabla 2. Condiciones experimentales para Hd, tiempo de secado ts (dias); peso de la
muestra w (g) y tiempo de extraccion t-extrac. (h).

ts (dias) w (g) t-extrac. (h)
Céscara de naranja
0 320
420
4 520
Limoncillo
10 170
20 220
30 270

5.4.2 Extraccion asistida por US.

En la optimizacion de la extraccién de AE por US se utilizé un disefio de superficie
respuesta llamado disefio compuesto central (DCC) en dos bloques. En este
modelo se estudian los efectos de 3 factores en 18 corridas, incluyendo dos puntos
centrales por bloque. Los factores experimentales fueron: concentracion de la planta,
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temperatura del bafio de US y tiempo de extraccion. La variable de respuesta es el
porcentaje de extraccion del AE. En la Tabla 3 se muestran los valores altos y bajos
para los factores estudiados en el disefio experimental del limoncillo y la cascara de
naranja.

Tabla 3. Niveles alto y bajo para cada factor estudiado en el disefio experimenta DCC.

Factores Bajo Alto Unidades
Limoncillo
Temperatura (T) 30 50 °C
Tiempo de extraccion (t-extrac.) 30 60 min
Concentracion de la planta 6 10 %w/v

Céscara de naranja

T 30 50 °C
t-extrac. 20 60 min
Concentracion de la planta 10 30 %w/v

El factor concentracién de la planta se determin6 aplicando la Ecuacion 2.

WM
Vs

Y x 100

Ecuacion 2 concentracion planta =

Donde wwy es el peso del material vegetal (g) y vs es el volumen del solvente (mL).

El solvente empleado es una relacién de etanol/agua, que se determind mediante
ensayos preliminares, que consistieron en dejar fijos los factores temperatura (50°C),
tiempo de extraccion (50 min) y peso muestra (50g) y variar solamente la relacion
etanol/agua.

La relacién etanol/agua con mayor porcentaje de extraccién de AE de limoncillo y
cascara de naranja, se presentan en las Figuras 10 y 11 respectivamente; en ellas
se puede apreciar que para el limoncillo, la mejor relacion fue 50/50 y para la
cascara de naranja fue 75/25; Los valores obtenidos se pueden encontrar en el
anexo 1.
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5.5 Andlisis estadistico.

Los resultados se expresaron como el promedio de tres valores + desviacion
estandar. El tratamiento estadistico de los disefios experimentales se efectué con
el programa STATGRAPHICS Centurion XVI.I. Adicionalmente, se realizé la prueba
T para comparacion de medias, con un nivel de confianza del 95%; este analisis se
realizo en el software SPSS 23.

5.6 Caracterizacion de los aceites esenciales extraidos.

la caracterizacion de los AE se realizé por tres métodos: analisis sensorial (color,
olor); andlisis fisico ( densidad relativa, indice de refraccion y solubilidad en etanol
al 70%); y analisis instrumental (espectroscopia infrarroja y cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG/MS).

5.6.1 Determinacion de propiedades fisicas del AE
e Densidad relativa del AE a 20 °C

para ello se utilizdé un picnémetro limpio y seco de 1 mL de capacidad, se pesoé vacio
en una balanza analitica; seguidamente se llené con 1 mL del AE, tapandose y
limpidndose el exceso de muestra. Luego, se peso el conjunto y por diferencia de
pesos se determiné la densidad del AE empleando la Ecuacién 32°.

[(peso del picnémetro+muestra)—(peso picnémetro)](g)
(volmunen del AE) (mL)

Ecuacion 3 pae (g/mL)=

A continuacion, se derterminé la densidad relativa, la cual se define como el
cociente de la densidad de la muestra entre la densidad del agua; esta cantidad no
tiene unidades (Ecuacion 4)

Ecuacion 4 Prelativa = —AE

P agua

Donde p«: es la densidad del AE y paga €S la densidad del agua.
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e indice de refraccién de los AE.

La prueba se realizé utilizando un refractometro manual, con la ayuda de un capilar
se depositd dos gotas de AE sobre el prisma del refractometro y se procedié con la
lectura a 20 °C?°.

e Solubilidad de los AE en etanol 70 % (v/v).

En un tubo eppendorf de 1,5 mL se adicionaron 100 pL de etanol al 70 % (v/v) y 2
uL del AE; la mezcla se homogenizo en un vértex durante 5 min a 20 rpm?°,

5.6.2 Analisis instrumental.

e Espectroscopiainfrarroja (IR).

Los AE extraidos se analizaron en un equipo marca Thermo®IR-NICOLET iS10
accesorio iTR (ATR), el barrido se efectué entre los rangos 4000 y 400 cm™ para
identificar los grupos funcionales.

e Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/MS)

El analisis de los AE extraidos por CG/MS se llevo a cabo en un cromatégrafo de
gases THERMO Scientific Trace 1300, acoplado a un detector de masas THERMO
Scientific ISQ LT. La separacion de los compuestos se realizé en una columna HP-
5MS (30m x 0,250mm x 0,25 pm). Teniendo en cuenta los siguientes parametros:

Temperatura del inyector 230 °C. Gas de arrastre Helio, flujo de 25 mL/min en Modo
Split (flujo 50 mL/min). Se inyectd un volumen de 0,2 pL de muestra, llevando una
rampa de temperatura de 45-125 (incremento de 4 °C/min). La temperatura de la
fuente de ionizacion y del detector fue 220°C.
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6 RESULTADOS Y DISCUCION

6.1 Optimizacidn disefio Hd por arrastre de vapor (disefio factorial).

Para efectuar los analisis, se plantearon las hipotesis del modelo.

> HIPOTESIS PARA PRUEBAS DE EFECTOS PRINCIPALES

Ho: no hay un efecto debido al factor tiempo de extraccion (A) en el porcentaje
de extraccion de AE.

Hi: al menos hay un efecto debido al factor A en el porcentaje de extraccion
de AE.

Ho: no hay un efecto debido a la cantidad de muestra (B) en el porcentaje de
extraccion del AE.

Hi: al menos hay un efecto debido a B en el porcentaje de extraccion del AE
limoncillo.

Ho: no hay un efecto debido al tiempo de secado (C) en el porcentaje de
extraccion de AE.

Hi: al menos hay un efecto debido a C en el porcentaje de extraccion de AE.

> HIPOTESIS PARA INTERACCIONES

Ho: no hay interaccion entre los factores Ay B en el porcentaje de extraccion
de AE.

Hi: hay interaccion entre los factores Ay B en el porcentaje de extraccion de
AE.

Ho: no hay interaccién entre los factores Ay C en el porcentaje de extraccion
de.

Hi: hay interaccion entre los factores Ay C en el porcentaje de extraccion de
AE.
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e Ho: no hay interaccion entre los factores B y C en el porcentaje de extraccion
de AE.

Hi: hay interaccion entre los factores B y C en el porcentaje de extraccion de
AE.

6.1.1 Limoncillo.

Tras obtener los porcentajes de extraccion ejecutando el modelo estadistico
factorial de 32 (ver anexo 2 Tabla 1) planteado, se obtiene el andlisis de varianza
ANOVA mostrado en la Tabla 4.

Tabla 4. Andlisis de varianza ANOVA para porcentajes de extraccion de AE limoncillo.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:tiempo de 0,0049 1 0,0049 3,90 0,0546

extraccion

B:cantidad de 0,01818 1 0,01818 14,47 0,0004

muestra

C:tiempo de 0,0114134 1 0,0114134 9,08 0,0043

secado

AA 0,00152626 1 0,00152626 1,21 0,2764

AB 0,0 1 0,0 0,00 1,0000

AC 3,75E-7 1 3,75E-7 0,00 0,9863

BB 0,0030189 1 0,0030189 2,40 0,1283

BC 0,00326667 1 0,00326667 2,60 0,1140

CC 0,0463349 1 0,0463349 36,88 0,0000

Error total 0,0552846 44 0,00125647

Total (corr.) 0,143925 53

La Tabla ANOVA particiona la variabilidad de porcentaje de extraccion en piezas
separadas para cada uno de los efectos. Probando la significancia estadistica de
cada efecto, comparando su cuadrado medio contra un estimado del error
experimental. Al comparar el valor-P de los tratamientos con un nivel de significancia
o= 0,05%. Se puede observar que dos efectos rechazan la hip6tesis nula puesto
gue tienen un valor-P menor que 0,05 los cuales son B y C, indicando que son

27



significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95%, es decir los
dos efectos si influyen en el porcentaje de extraccion de AE de limoncillo. El factor
A tiene un valor-P mayor a 0,05, por lo tanto se acepta la hipotesis nula y se
concluye que no tiene un efecto en el porcentaje de extraccion de AE limoncillo.

Para el caso de las interacciones entre los efectos, tanto AB, AC, y BC tienen un
valor-P mayor a 0,05 por consiguiente se aceptan las tres hipotesis nulas es decir,
no hay interaccion entre los factores.

A continuaciéon se analizo el diagrama de Pareto (Figura 12), donde se presentan
en orden decreciente de importancia de los efectos estimados. La longitud de cada
barra es proporcional al efecto estandarizado, el cual es el efecto estimado entre su
error estdndar. La linea vertical se utiliza para juzgar cuéles son los efectos
estadisticamente significativos. Cualquier barra que se extienda mas alla de la linea
correspondiente a efectos, es estadisticamente significativa con un 95% de nivel de
confianza.

En este caso, los efectos B y C superan la linea de significancia, en consecuencia,
son efectos significativos; resultado comparable con en analisis de varianza.
Adicionalmente, el signo positivo de cantidad de muestra, indica que a medida que
aumente la B, aumentara el %E; caso contrario a lo que ocurre con el C en el que
disminuye %E, a medida que aumenta el tiempo de secado. Estos resultados son
coherentes con el analisis de varianza.

CcC

l
B:cantidad de muestra [ ]
|

C:tiempo de secado

A:tiempo de extraccion :]

oc | ]
o |
amo
AC | |
AB
0 2 4 6 8

Efecto estandarizado

Figura 12. Diagrama de Pareto para % E de AE limoncillo.

En el ANOVA se presencio la influencia de los factores en estudio, de modo que se
procedié analizar los graficos de efectos principales y de interacciones, las que
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serviran para emitir la conclusién principal que es encontrar los puntos éptimos que
dan mejor %E de AE limoncillo utilizando Hd por arrastre de vapor.

En la Figura 13, se observa que tanto en el tiempo de extraccion como en la cantidad
de muestra, hubo un crecimiento en %E, hasta cierto punto y luego comenzo6 a
descender, por tanto, los valores 0ptimos estan dentro del rango de los factores. En
el caso del tiempo de secado, los valores comienzan altos, van descendiendo hasta
un punto minimo y al final suben pero hasta un valor menor. Esta tendencia
presumiblemente se debe a que después de cierto tiempo de secado, los
compuestos volétiles de la hoja de limoncillo se oxidan y evaporan, reduciendo la
proporcion de ellos expuesta al extraerlos.

(R 1= =

*.E 0.8 |- —
B
B

E 0,84 —
H

! 0B - —
£
8

a2 07| —

0,75 = —

0 40 1700 FELIT] 10,0 30,0
tiempo de extraccion cantidad de muesta tiemoo de secado

(h} (a) (dias)

Figura 13. Gréfico de efectos principales para % E de AE limoncillo.

El grafico de interacciones dobles presentadas en la Figura 14 muestra que no hay
interaccion entre los factores analizados. Estos resultados se pueden corroborar en
la Tabla ANOVA, donde el valor-P para interacciones entre los tres factores es
mayor a 0,05.
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Figura 14. Grafico de interaccion para % E de AE limoncillo.

La ecuacién del modelo ajustado se registra en la ecuacion 5.

Ecuacion 5. %E = 0,43606 + 0,0790833*A + 0,00370767*B
0,0112778* A2 + 0,0* A*B + 0,0000125*A*C- 0,00000634444*B2 -

La funcién condujo a un gréfico estimado de superficie de respuesta, exhibido en la
Figura 15. Se observa en dicho grafico que con el tiempo de extraccion de 3,5 h, el
mejor tiempo de secado es 10 dias, con una cantidad de muestra de 270 g,
corespondiendo a un %E aproximado de 0,90%. Estos datos se pueden corroborar
en la Tabla 10 de optimizacion del disefio, la cual muestra los valores 6ptimos de

0,0000233333*B*C+ 0,000621389*C?.

tiempo de extraccion, cantidad de muestra y tiempo de secado.
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Figura 15. Grafico de superficie de respuesta estimada.
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Tabla 5. Combinacion de tiempo de extraccion (t-Extrac.), tiempo de secado (ts) y
cantidad de muestra (w), para maximizar %E de AE limoncillo.

Factor Bajo Alto Optimo
t-Extrac. 2,0 4,0 3,5h
w 170,0 270,0 267,09
ts 10,0 30,0 10,0dias

6.1.2 Cascara de naranja.

En el anexo 2 tabla 2, se muestran los porcentajes de extraccion del AE de cascara
de naranja obtenidos en cada una de las combinaciones propuestas por el disefio
estadistico factorial multinivel. Con los datos obtenidos, se procedié a analizar la
varianza del %E, con la Tabla ANOVA (Tabla 6)

Tabla 6.Andlisis de varianza ANOVA para %E de AE de cascara de naranja.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n-F  Valor-P
Cuadrados Medio

A:t- Extrac. 0,082944 1 0,082944 52,65 0,0000
B:w 0,0764523 1 0,0764523 48,53 0,0000
C:ts 0,445556 1 0,445556 282,80 0,0000
AA 0,0156481 1 0,0156481 9,93 0,0030
AB 0,00015 1 0,00015 0,10 0,7591
AC 0,0004335 1 0,0004335 0,28 0,6026
BB 0,00527801 1 0,00527801 3,35 0,0741
BC 0,000715042 1 0,000715042 0,45 0,5041
CC 0,515707 1 0,515707 327,33 0,0000
blogues 0,000106963 1 0,000106963 0,07 0,7957
Error total  0,0677471 43 0,00157551

Total (corr.) 1,21074

Al rechazar la hipotesis nula de A, B, y C; puesto que son menores los respectivos
valores-P a un nivel de significancia a=0,05, se concluye que los tres factores
afectan significativamente %E de AE de cascara de naranja. Lo contrario sucede
con las interacciones AB, AC y BC, ya que sus valores-P estan por encima del nivel
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significancia a=0,05. Por lo anterior, se aceptan las hipétesis nulas y se determina
que las interacciones entre factores no afecta la extraccion de AE de la cascara de
naranja.

Sefialados los factores que afectan el %E, se analizé el diagrama de Pareto. Con él
se pudo establecer si los factores afectan positiva o negativamente en %E. Se
puede apreciar en el diagrama expuesto en la Figura 16 que A y B afectan de forma
positiva en %E y C en forma negativa, ademas C es el que mayor efecto genera.
Los resultados son coherentes con el analisis de varianza ANOVA.

CcC

C:tiempo de secado

A:tiempo de extraccion

B:cantidad de muetra
AA
BB
BC
AC
AB

4 8 12 16 20
Efecto estandarizado

==

Figura 16. Diagrama de Pareto para %E

El grafico de los efectos principales presentada en la Figura 17, muestra que el
aumento del tiempo de extraccion, influye en el %E de AE, el cual va aumentando
de forma progresiva hasta un limite de tiempo, a partir de alli su efecto es minimo.
En cantidad de muestra el efecto, es creciente, pero no provoca un cambio fuerte
en %E de AE de céscara de naranja, efecto que si provoca el tiempo de secado,
puesto que cae drasticamente %E en un tiempo de 0 a 2 dias de secado y
posteriormente vuelve a incrementarse ligeramente. Esto podria deberse a la
misma estructura de la cascara donde esta almacenado el AE. A medida que la
cascara se va secando, la dermis se va endureciendo, impidiendo que el vapor entre
con facilidad a las glandulas donde se encuentra el AE.
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Figura 17.Gréfico de efectos principales para %E de AE cascara de naranja

Continuando el andlisis de las interacciones, en el grafico de la Figura 18, en
coherencia con el andlisis de varianza se descartan efectos de las interacciones
sobre el porcentaje de extraccion de AE de cascara de naranja.
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20h 40h 20h 40h 32000 520,090
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Figura 18.Gréfico de interaccion para %E de AE de cascara de naranja

A continuacion se muestra la Ecuacion 6 de regresion, la cual se ajusta a los datos:

Ecuacion 6. %E = 0,337279 + 0,270917*A - 0,00128042*B - 0,280768*C -
0,0361111*A2 - 0,000025*A*B + 0,002125*A*C + 0,00000209722*B? +
0,0000272917*B*C + 0,0518264*C?2.
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A partir de la Ecuacién del modelo ajustado, se realizd el grafico de superficie de
respuesta estimada, mostrada en la Figura 19. Segun el gréfico, %E de AE de la
cascara mejora al aumentar la cantidad muestra. Cabe resaltar que la maxima
cantidad de muestra utilizada fue 520 g, debido a la capacidad del hidrodestilador.
A medida que la cascara de naranja se va secando, este valor disminuye.
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porcentals deextraccion

= — 00-00E
a O° 008018
B s 618024
E 0244032
B 0= 032494
2 043 0 A48
@ 045458
2 0= 0554054
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(gl flampo de secado
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Figura 19. Grafico de superficie estimada para %E de AE cascara de naranja.

A continuacién, se muestra en la Tabla 7 los resultados de la optimizacién segun el
disefio operado, arrojados por el analizador estadistico STATGRAPHICS Centurion.
La combinacién de los niveles de los factores, maximiza el %E, generando un valor
Optimo tedrico de 0,7%.

Tabla 7. Niveles 6ptimos de los factores que maximizan %E de AE de cascara de naranja.

Factor Bajo Alto Optimo

t-Extrac. 2,0 4,0 3,6h
w 320,0 520,0 520,09
ts 0,0 4,0 0 dias (fresco)
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6.2 Optimizacion disefio extraccion asistida por US (disefio superficie de
respuesta DCC).

6.2.1 Limoncillo.

Los resultados de la Tabla ANOVA mostraron que el unico factor con valor-P menor
a 0,05 con una influencia significativa (95%) sobre el procentaje de extraccion es la
concentracion de la planta. El desarrollo experimental se registra en el anexo 2,
tabla 3. Los resultados del test ANOVA se muestran en la Tabla 8. El diagrama de
Pareto (Figura 20) revela que el efecto individual significativo fue C, pero de forma
negativa es decir, que a medida que aumenté la concentracion de la plantan el
porcentaje de exraccion fue disminuyendo, debido a que las bajas concentraciones
del material vegetal o mayor proporcion de solvente, condicionan una gran
diferencia de la cantidad de células del interior de la planta y el solvente, lo que
redunda en una difusion mas rapida de los aceites esenciales. Sin embargo, un
aumento adicional en la relacion de solvente o disminucion en la concentracion de
la planta prolonga la distancia de difusion que podria causar un efecto negativo en
los rendimientos del extracto en tiempos cortos de extraccion®L.

Tabla 8. Andlisis de varianza ANOVA para %E AE limoncillo.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

A:Temperatura 0,00543151 1 0,00543151 0,17 0,6950

B:Tiempo de 0,0405957 1 0,0405957 1,24 0,2987

extraccion

C:.concentracion  0,534092 1 0,534092 16,25 0,0038

de la planta

AB 0,00348613 1 0,00348613 0,11 0,7530

AC 0,0185281 1 0,0185281 0,56 0,4743

BB 0,135642 1 0,135642 4,13 0,0767

BC 0,00987013 1 0,00987013 0,30 0,5986

CC 0,838931 1 0,838931 25,52 0,0010

blogues 0,0878289 1 0,0878289 2,67 0,1408

Error total 0,26294 8 0,0328676

Total (corr.) 1,83488 17

35



CcC

C:concentracion de la planta

BB

B:Tiempo de extraccién
AC
BC

A:Temperatura

AB

S

. . . . .
2 3 4 5 6
Efecto estandarizado

ol
[

Figura 20. Diagrama de Pareto para %E de AE limoncillo.

En el gréfico de efectos principales (Figura 21) se puede notar que A no varia
significativamente el %E; igualmente ocurre con B. Por su parte, C es el factor que
provoco un fuerte cambio en %E de AE limoncillo. Ademas, no hay interacciones
entre los efectos que influyen en %E de AE limoncillo por US (Figura 22) en
coherencia con el resultado del analisis de varianza.
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Figura 22. Gréfico de interacciones para %E
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La Ecuacion 7 representa el modelo ajustado para %E de AE limoncillo.

Ecuacion 7. %E =-2,22278+0,0110454*A+0,0180954*B+0,856705*C
+0,000139167*A*B-0,00240625*A*C-0,000406316*B?
+0,00117083*B*C-0,0568398*C?.
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Con la funcion se obtuvo el gréafico de superficie de respuesta generada por el DCC
mostrada en la figura 23; alli se puede apreciar que a una concentracion de planta
de 7,4%, la mejor temperatura de extraccion esté alrededor de los 22 °C y el mejor
tiempo de extraccion esta entre los 28 y 48 min. Los valores 6ptimos establecidos
por el disefio experimental estan descritos en la tabla 9, para un porcentaje éptimo
de extraccion de 1,4%, la temperatura 6ptima es 22°C, tiempo de extraccion de 37
min, a una concentracion de la planta de 7,4%.

concentracion de la planta=7,4

Porcentaje de extraccion

c T L 0,0-0,18
g 15 0,18-0,36
g 12 0,36-0,54
=1 0,54-0,72
$ 0,9 0,72-0,9
o \//fx 09-1,08
2 o0g S 1,08-1,26
2 1,26-1,44
g 03 _— 144-162
S s 1,62-1,8
o 0
22
32
42
Temperatura 5262 18 28 38 48 58 68 78

Tiempo de extraccion

Figura 23. Grafico de superficie de respuesta para %E de AE limoncillo.

Tabla 9. Niveles 6ptimos de los factores para la extraccion de AE limoncillo por US.

Factor Bajo Alto Optimo
T 22,1115 57,8885 22,0°C
t-Extrac. 18,1672 71,8328 37,0 min

Concentraciéon de la planta  4,42229 11,5777 7,40 wiv

6.2.2 Céscara de naranja.

El desarrollo del disefio se encuentra en el anexo 2, tabla 4. La tabla ANOVA (Tabla
10) muestra que hay dos factores con un valor-P menor a 0,05 con un nivel de
significancia de 95% los cuales son A y B. Por consiguiente, estos dos factores
afectan significativamente el %E de AE de cascara de naranja por US.
Seguidamente, observando el diagrama de pareto que se encuentra en la figura 24,
se puede apreciar que B es el factor que ejerce mayor efecto en %E y lo hace de
forma positiva es decir, que a medida que se aumenta la temperatura, aumenta %E.
En segundo lugar esta A, con un efecto negativo sobre %E.
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Tabla 10. Andlisis de varianza ANOVA para %E de AE de cascara de naranja.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio
A:concentracion 0,0185127 1 0,0185127 6,65 0,0365
muestra
B: T 0,0388063 1 0,0388063 13,94 0,0073
C. t-Extrac. 0,00680938 1 0,00680938 2,45 0,1618
AA 0,018167 1 0,018167 6,53 0,0378
AB 0,000072 1 0,000072 0,03 0,8768
AC 0,0012005 1 0,0012005 0,43 0,5323
BB 0,016255 1 0,016255 5,84 0,0463
BC 0,002888 1 0,002888 1,04 0,3423
CC 0,00721998 1 0,00721998 2,59 0,1513
bloques 0,000127201 1 0,000127201 0,05 0,8368
Error total 0,0194827 7 0,00278325
Total (corr.) 0,116238 17

+

B:temperatura

A:concentraciéon muestra
AA
BB
cC

C:tiempo de extraccion
BC
AC
AB

DII

o
[u
o F
w
N

Efecto estandarizado

Figura 24. Diagrama de Pareto para % E de AE cascara de naranja.

En el grafico de los efectos principales (Figura 25) se observa que hay un fuerte
decrecimiento en %E al aumentar el factor A y en B hay un fuerte crecimiento. C
presentd un cambio menos significativo y de forma negativa. Al apreciar el gréafico
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de interacciones entre los factores se concluye que no hubo interacciones entre
ellos (Figura 26).

13 . o i B3 T — i 3
126 - =

porcentaje de extraccion
H
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I
T
|
porcentaje de extraccion

114 \ . 3

He 100 300 300 50,0 200 60,0 - R -
concentracion muestra temperatura tiempo de extraccion 100 300 100 30'0 300 50,0
AB AC BC
Figura 25. Grafico de efectos principales Figura 26. Grafico de interacciones para %E
para la extraccion de AE de cascara de de AE cascara de naranja

naranja

La Ecuacion del modelo ajustado para %E de AE de cascara de naranja realizado
con DCC se muestra en la Ecuacion 8 y el grafico de superficie estimada en la Figura
27. En ella se puede notar que a un tiempo de extraccion de 40 min, la mejor
temperatura de extraccidon esta aun entre 40 y 50°C y la concentracion de muestra
esta entre 10 y 20% para obtener un %E de 1,3%.

Ecuacion 8. %E = 0,615812 + 0,00903142*A + 0,0282252*B - 0,00174133*C -
0,000346674*A%-0,00003*A*B+0,00006125*A*C-
0,000327925*B? + 0,000095*B*C - 0,000054637*C?

tampo de extraccion=i0.0fh

2 ‘ 32
2 W bmg-'a:u:m]mm
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138
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Figura 27. Grafico de superficie de respuesta para %E de AE de cascara de naranja.
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Los valores Optimos de cada factor se muestran en la Tabla de optimizaciéon que
arroja el diselo de superficie de respuesta DCC (Tabla 11) para alcanzar un
porcentaje de optimizacion del 1,3%.

Tabla 11. Valores 6ptimos de los factores para %E de AE de cascara de naranja.

Factor Bajo Alto  Optimo
Concentracion muestra 2,11146 37,8885 13,9 w/v
T 22,1115 57,8885 47,0°C
t-Extrac. 422291 75,7771 33,0 min

6.3 Ensayo con los puntos éptimos.

Al finalizar los disefios experimentales y teniendo los valores para la optimizacion
de cada disefio, se realizaron ensayos por triplicado de esos puntos, los valores
obtenidos se pueden apreciar en la Tabla 12.

Tabla 12. %E de AE en los puntos Optimos.

%E (+SD, n=3)

Muestra vegetal Hd por arrastre de vapor Extraccion asistida por US
Limoncillo 0,91+0,02 1,38+0,02
Céscara de naranja 0,59+0,02 1,29+0,01

6.4 Comparacion de los métodos de extraccion.

Hipétesis para la prueba T:
Ho: no hay diferencia significativa entre los métodos de extraccion.

Hi: hay diferencia significativa entre los métodos de extraccion.

La Tabla 13 de la prueba T con un alpha de 0,05 (ofrece el nivel de significacion 1-
0,05 = 0,95= 95%). Los valores tabulados se pueden ver en el anexo 3.

Para %E de AE limoncillo por los métodos de Hd y US muestra una diferencia entre
las medias de -0,463333 y el limite aceptable estda comprendido entre -0,54 y -0,38.
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Como puede verse, la diferencia se encuentra dentro de este intervalo, por lo tanto
se asume que las medias son diferentes. Se puede ver el estadistico t que vale -
25,248 y junto a €l su significacion o valor-P que vale 0,002. Dado que este valor es
menor que 0,025 (0,05/2=0,025 por ser un contraste bilateral) se rechaza la
hipétesis nula de igualdad de medias y se concluye que hay diferencias
significativas entre los métodos de extraccion de AE limoncillo. La comparacion de
los métodos de extraccion de AE de cascara de naranja es similar al limoncillo, la
diferencia entre las medias es de -0,700333; el limite aceptable estd comprendido
entre -0,54y -0,38y el valor-P 0,001 es menor a 0,025, por lo tanto se rechaza la
hip6tesis nula aceptando que hay diferencia significativa entre los dos métodos.

Tabla 13. Prueba t para muestras relacionadas.

Diferencias relacionadas
Error tip. | 95% interv. confianza
Desviacién | Dela para la diferencia Sig.
Media tip. media inferior superior t gl | bilateral
Par Hd-US
) ) -,463333 ,031786 | ,018352| -,542293| -,384373| -25,248]| 2 ,002
1 Limoncillo
Par Hd-US
-,700333 ,031021| ,017910( -,777395| -,623272| -39,102| 2 ,001
2 cascara

Las diferencias entre los métodos se encuentran en el tiempo de extraccion y la
temperatura; como se puede apreciar en la Tabla 14, el tiempo de extraccion
utilizando Hd fue 3,5 h para la extraccion de AE limoncillo, el cual es mucho mayor
comparado con el US que fue de 37 min. Adicionalmente, la temperatura es mucho
menor en el método por US (22°C) comparada con la temperatura del
Hidrodestilador (98°C); una baja temperatura favorece a los compuestos volatiles
ya que no sufrirdn de descomposicion térmica. Para la extraccién de AE de cascara
de naranja, el tiempo de extraccién y temperatura utilizados en el US también
estuvieron por debajo de las utilizadas en el hidrodestilador.
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Tabla 14. Comparacion de tiempo de extraccion y temperatura en la extraccién de AE por
los métodos de Hd y US.

Factores AE limoncillo AE de céscara de naranja
Hd us Hd us
Tiempo de 3,5h 37 min 3,6h 33 min
extraccion
temperatura 98 °C 22°C 98°C 47°C

6.5 Caracterizacion de los AE.

6.5.1 Analisis sensorial.

Los AE variaron su color segun el método de extraccion. Se puede observar en la
Figura 28, los AE extraidos por Hd fueron de una tonalidad clara, amarilla en el caso
del AE limoncillo (Figura 28(a) LH) y translicida para el AE de cascara de naranja
(Figura 28b CH). Las tonalidades que tuvieron los AE extraidos por US fueron mas
intensos como es el caso del AE limoncillo que fue un toco amarillo oscuro (Figura
28a LU) y el AE de cascara de naranja fue amarillo (Figura 28(b) CU).

El olor que tenian los AE extraidos por ambos métodos fue similar; el AE de
limoncillo olia fuerte a limoén, y el AE de cascara de naranja tenia un olor fuerte a
naranja.

LD

Figura 28. AE extraidos; a: AE limoncillo (LH: Hidrodestilacion - LU: Ultrasonido) y b: AE
de cascara de naranja (CH: Hidrodestilacion - CU: Ultrasonido).
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6.5.2 Andlisis fisico.

Tabla 15. Analisis fisico de los AE extraidos

Densidad relativa indice de refraccion
Referencia®>  Hd US Referencia®® Hd US  Solubilidad en
Etanol 70%
AE limoncillo 0,869-0,894 0,880 0,893 1,483-1,489 1,483 1,484 Soluble

AE de 0,840-0,844 0,841 0,843 1,471-1,474 1,472 1,471 Soluble
cascara de
naranja

La densidad relativa, indice de refraccion y solubilidad en etanol encontrados en los
AE extraidos, se compararon con los reportados en el NAS: Food Chemical Codex
(1996)%. Valores que se pueden apreciar en la Tabla 15. En ambos casos, los
valores estan dentro de las referencias citadas, concluyendo asi, que los AE
extraidos estan dentro de los estandares de calidad establecidos.

6.5.3 Analisis instrumental

Espectroscopia Infrarrojo (IR)

Los AE extraidos se analizaron en un espectrofotémetro Thermo®IR-NICOLET iS10
accesorio iTR (ATR), se realizé un barrido espectral para identificar los grupos
funcionales de los AE extraidos.

Las técnicas de extraccion de AE limoncillo, generaron dos espectros con pocas
diferencias, esto se puede apreciar en la Figura 29. Dentro de las bandas
encontradas, se pueden ver dos bandas a longitudes de onda entre 2967 y 2954
cml, en ambos espectros, las cuales son caracteristicas de los grupos alifaticos y
se debe a la vibracién de estiramiento asimétrica de CHs. La banda de absorcion a
1850cm* se atribuye al estiramiento asimétrico del CH2. En el espectro de Hd, hay
una banda intensa a 1673 cm™ que se genera por el estiramiento del grupo carbonilo
(C=0), por otro lado, el espectro de US tiene una banda suave a 1676 cm,
atribuible al mismo grupo funcional pero su baja intensidad sugiere que hay menos
compuestos con este grupo funcional comparado con el espectro de Hd. Las otras
bandas son similares en los dos espectros, como la banda suave que esta a una
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longitud de onda de 1632 cm™ que se atribuye a la tensién de carbonos con dobles
enlaces conjugados; ademas del pico doble a 1441 y 1376 cm™ que se debe a
flexion de tijera del metileno.

1007
90 - A.E Limancillo extraide por HD

2967 .63
2918.37
285631
o8 40
1120.03
1043.39
988.70
89535
84142

1632.50

1376.76

% Transmitancia
=

s
S
1673168

:A,E Limoncillo extraido por US

3
2056,75%,
2924 92
2854,87
1738,93
167624
1455,55
1377,16
1243,05
1135,81
1057,08
842,72
722,32

% Transmitancia
=

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de Ondas (cm-1)

Figura 29. Espectros de IR para AE limoncillo extraido por HD y US.

Los espectros del AE de cascara de naranja extraido por Hd y US (ver Figura 30)
mostraron las mismas absorciones en el infrarrojo. Las bandas por encima de 3000
cml, sugieren la presencia de insaturados =CH- (alquenos aromaticos). La
vibracién de estiramiento asimétrica CHs se produce a 2975-2950 cm!, mientras
que la absorciéon de CH: se produce a aproximadamente 2930 cm*. Las frecuencias
de tension del enlace C=C forman una banda a 1644 y 1436 cm aproximadamente.
De las bandas fuera del plano (debajo de 900 cm) se puede destacar una intensa
a 885 cm! atribuible a una flexién asimétrica de metileno terminal.
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Figura 30. Espectros IR para extraccion de AE céscara de naranja por HD y US.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/MS)

En los cromatogramas expuestos en las Figuras 31 y 33 se pueden apreciar los
componentes que se lograron identificar de los AE de limoncillo y cascara de naranja
respectivamente. La abundancia de cada componente se determiné por porcentaje
de area (%A) y su identificacion se logré con base a los cromatogramas de masas.

En la Tabla 16 se muestra la composicion quimica del AE limoncillo. Segun el
porcentaje de area, el citral (neral +geranial) es el compuesto mayoritario (>70%)
en los AE extraidos por las dos técnicas estudiadas. El mirceno esta presente en el
AE extraido por Hd pero no lo estan en el AE extraido por US, caso contrario a lo
gue sucede con el nerol que solo se encuentra en el AE extraido por US. En el caso
de linalol, no se puede asegurar su presencia en el AE extraido por US, ya que el
espectro presenta mucho ruido (ver Figura 31ay 31b).
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Figura 31. Perfil cromatogréfico del AE limoncillo extraido por: a. Hdy b. US
Tabla 16. Composicion quimica del AE limoncillo usando los métodos de Hd y US.
N° Compuesto tr (Hd) % A (Hd) tr (US) %A (US)
1 Mirceno 8,81 22.07 - --
2 limoneno 10,20 6,62 10,19 20,22
3 linalol 15,28 5,68 - --
4 Neral 17,29 25,20 17,29 28,19
5 geranial 18,28 40,44 18,28 44,66
6 nerol - -- 16,53 6,93

tr: tiempo de retencién (min); %A porcentaje de area
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Como se expresO anteriormente, el citral es el mayor componente del AE de
limoncillo; y uno de sus isdmeros es el neral, el cual esta identificado en el perfil
cromatografico de gases como la sefial #4 y en la Figura 32 se puede apreciar su
espectro de masas Yy el posible fraccionamiento.
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Figura 32. Espectro de masas del neral y fraccionamiento principal.
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El fraccionamiento del iobn molecular ocurre con participacion del catién y el radical
alilo; igualmente, hay participacién de transposiciones de hidréogeno 1,5 y 1,3
produciendo el cation radical etenol de masa m/z=44,05.

A continuacion se analizaron los AE de cascara de naranja que se extrajeron por
los métodos de Hd (Figura 33a) y US (Figura 33b). Los perfiles cromatograficos de
gases muestran los mismos picos pero con diferentes areas, por lo que se deduce
que los AE tienen los mismos componentes, pero en diferente concentracion.

El componente mayoritario es el limoneno en ambos casos (ver Tabla 17). La
variabilidad en la composicion del AE no se debe al método de extraccion, puesto
que la muestra fue recolectada en una galeria y por tanto no hay una procedencia
Unica, determinando que las caracteristicas no sean homogéneas en cuanto al
cultivo, propiedades del suelo y el clima, que determinan la biosintesis de los
metabolitos secundarios.
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Figura 33. Perfil cromatografico del AE cascara de naranja extraido por: a. Hdy b. US.
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Tabla 17.Composicion quimica de AE de cascara de naranja, extraido por Hd y US

No Compuesto tr (Hd) % A (Hd) tr (US) %A (US)
1 a-pineno 5,29 10,03 5,30 34,22
2 B-pineno 5,67 18,39 5,69 10,05
3 mirceno 6,67 4,45 6,69 3,23
4 p-cimeno 7,74 1,83 7,75 1,60
5 limoneno 10,02 65,30 10,03 50,90

TR: Tiempo de retencién (min); %A: porcentaje de area

Segun el cromatograma de gases, el limoneno es el componente mayoritario del AE
de cascara de naranja; por lo tanto se analizé la fragmentacion verificada en el
espectro de masas. En la Figura 34 se muestran los patrones posibles.
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Figura 34. Espectro de masas del limoneno y el patrén de fraccionamiento que genera el
pico base.
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7. CONCLUSIONES

v' La mejor técnica para extraer citral y limoneno de limoncillo y cdscara de naranja
respectivamente segun el analisis experimental es por ultrasonido.

v’ Las caracteristicas fisicas y sensoriales de los aceites esenciales extraidos son
similares en ambos casos a excepcion de la intensidad de color de los aceites,
puesto que la coloracion era mas intensa en los AE extraidos por US. Pero en
general, la calidad del AE extraido no varia.

v Analizando los espectros IR de los AE extraidos por las dos técnicas, se noté que
fueron pocas las diferencias entre ellos, ya que mostraron los mismos grupos
funcionales, pero con diferentes intensidades.

v' El perfil cromatografico del AE limoncillo extraido por los métodos de Hd y US
generado por CG/MS fue comparable, siendo en ambos casos el componente
mayoritario el citral (72,4 para Hd y 79,4 para US); distinto a lo que ocurrié con el
AE de cascara de naranja, en el que el contenido del componente principal
(limoneno) vario en los dos métodos, pasando de 65,7% para Hd a 44,3% para
us.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar la extraccion de AE en un procesador Ultrasonico con el fin de comparar
los porcentajes de extraccién obtenidos alli y en los obtenidos por el bafio de
ultrasonido que fue en el que se realiz6 este trabajo.

Realizar la extraccion de AE por lotes de cultivo, para analizar la variacion del
porcentaje de extraccion y los componentes de los AE segln las caracteristicas
agroclimaticas del sitio de cultivo.
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ANEXO 1.

10.ANEXOS

Porcentaje de AE obtenido a diferentes relaciones de Etanol/agua

Etanol/agua Etanol 100% 75125 50/50 25/75
1,170 1,400 0,950

Limoncillo 1,180 1,440 0,980
1,170 1,430 0,960

media 1,173 1,423 0,963
SD 0,006 0,021 0,015
0,852 1,243 0,878 0,031

Céascara de naranja 0,839 1,239 0,886 0,029
0,845 1,229 0,879 0,030

media 0,007 0,007 0,004 0,001
SD 0,845 1,237 0,881 0,030
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ANEXO 2

Tabla 1. Disefio experimental hidrodestilacion para Limoncillo.

# BLOQUE T (h) w (g) T (dfas) %E
1 1 2 170 10 0,791
2 1 3 170 10 0,810
3 1 4 170 10 0,810
4 1 2 220 10 0,826
5 1 3 220 10 0,845
6 1 4 220 10 0,845
7 1 2 270 10 0,939
8 1 3 270 10 0,952
9 1 4 270 10 0,952
10 1 2 170 20 0,779
11 1 3 170 20 0,809
12 1 4 170 20 0,809
13 1 2 220 20 0,784
14 1 3 220 20 0,799
15 1 4 220 20 0,799
16 1 2 270 20 0,735
17 1 3 270 20 0,770
18 1 4 270 20 0,770
19 1 2 170 30 0,761
20 1 3 170 30 0,781
21 1 4 170 30 0,781
22 1 2 220 30 0,829
23 1 3 220 30 0,853
24 1 4 220 30 0,853
25 1 2 270 30 0,843
26 1 3 270 30 0,864
27 1 4 270 30 0,864
28 2 2 170 10 0,796
29 2 3 170 10 0,821
30 2 4 170 10 0,821
31 2 2 220 10 0,829
32 2 3 220 10 0,857
33 2 4 220 10 0,857
34 2 2 270 10 0,878
35 2 3 270 10 0,905
36 2 4 270 10 0,912
37 2 2 170 20 0,769
38 2 3 170 20 0,795
39 2 4 170 20 0,795
40 2 2 220 20 0,790
41 2 3 220 20 0,806
42 2 4 220 20 0,806
43 2 2 270 20 0,718
44 2 3 270 20 0,737
45 2 4 270 20 0,737
46 2 2 170 30 0,755
47 2 3 170 30 0,785
48 2 4 170 30 0,785
49 2 2 220 30 0,843
50 2 3 220 30 0,861
51 2 4 220 30 0,861
52 2 2 270 30 0,810
53 2 3 270 30 0,838
54 2 4 270 30 0,838
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Tabla 2. Disefio experimental hidrodestilacion para Cascara de naranja.

# BLOQUE t (h) w (9) T (dias) %E
1 1 2 320 0 0,550
2 1 3 320 0 0,585
3 1 4 320 0 0,603
4 1 2 420 0 0,535
5 1 3 420 0 0,583
6 1 4 420 0 0,616
7 1 2 520 0 0,618
8 1 3 520 0 0,736
9 1 4 520 0 0,738
10 1 2 320 2 0,205
11 1 3 320 2 0,313
12 1 4 320 2 0,322
13 1 2 420 2 0,220
14 1 3 420 2 0,315
15 1 4 420 2 0,329
16 1 2 520 2 0,244
17 1 3 520 2 0,343
18 1 4 520 2 0,336
19 1 2 320 4 0,253
20 1 3 320 4 0,357
21 1 4 320 4 0,348
22 1 2 420 4 0,310
23 1 3 420 4 0,438
24 1 4 420 4 0,472
25 1 2 520 4 0,442
26 1 3 520 4 0,452
27 1 4 520 4 0,461
28 2 2 320 0 0,582
29 2 3 320 0 0,609
30 2 4 320 0 0,561
31 2 2 420 0 0,503
32 2 3 420 0 0,563
33 2 4 420 0 0,606
34 2 2 520 0 0,615
35 2 3 520 0 0,738
36 2 4 520 0 0,740
37 2 2 320 2 0,201
38 2 3 320 2 0,309
39 2 4 320 2 0,376
40 2 2 420 2 0,215
41 2 3 420 2 0,325
42 2 4 420 2 0,353
43 2 2 520 2 0,259
44 2 3 520 2 0,350
45 2 4 520 2 0,332
46 2 2 320 4 0,256
47 2 3 320 4 0,350
48 2 4 320 4 0,351
49 2 2 420 4 0,306
50 2 3 420 4 0,441
51 2 4 420 4 0,463
52 2 2 520 4 0,450
53 2 3 520 4 0,461
54 2 4 520 4 0,475
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Tabla 3. Disefio experimental ultrasonido para Limoncillo.

# BLOQUE oC min % %E

1 1 40 45 8 1,428
2 1 30 30 6 1,239
3 1 50 30 10 0,921
4 1 50 60 10 0,924
5 1 50 60 6 1,283
6 1 50 30 6 1,278
7 1 30 60 10 0,994
8 1 30 30 10 0,932
9 1 40 45 8 1,420
10 1 30 60 6 1,018
11 2 22 45 8 1,217
12 2 40 72 8 0,802
13 2 40 18 8 1,145
14 2 40 45 4 1,021
15 2 40 45 11 0,056
16 2 58 45 8 0,936
17 2 40 45 8 1,426
18 2 40 45 8 1,422

Tabla 4. Disefio experimental ultrasonido para Cascara de naranja.

# BLOQUE % °C min %E

1 1 20 40 40 1,298
2 1 10 50 20 1,252
3 1 20 40 40 1,259
4 1 30 50 60 1,243
5 1 30 30 20 1,132
6 1 10 30 60 1,154
7 1 10 50 60 1,268
8 1 10 30 20 1,194
9 1 30 50 20 1,158
10 1 30 30 60 1,121
11 2 2 40 40 1,258
12 2 20 40 40 1,272
13 2 20 22 40 1,060
14 2 20 40 4 1,316
15 2 20 40 40 1,299
16 2 20 40 76 1,113
17 2 38 40 40 1,089
18 2 20 58 40 1,299
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ANEXO 3.

Valores en los puntos de optimizacion de los disefios experimentales.

Material vegetal Hd us
0,897 1,350
limoncillo 0,942 1,380
0,901 1,400
Cascara de 0,600 1,270
naranja 0,568 1,300
0,591 1,290
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