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RESUMEN

Se evalud el porcentaje de rendimiento de la oleorresina de clavo (Eugenia
cariophyllata Thunb) a nivel planta piloto, en funcién del tiempo de maceracion,
utilizando como método de extraccion la maceracion sin agitacion o recirculacion del
clavo molido, filtracién y posterior concentracion del extracto; se utilizé como
solvente una soluciéon acuosa de etanol al 70 % y se manejéo como variable

controlable tres diferentes tiempos de maceracion, siendo éstos 12, 24 y 36 horas.

El disefio experimental se planteé completamente al azar con un arreglo
combinatorio, unifactorial, de 3 diferentes tiempos de maceracién y 3 repeticiones de

cada uno, para hacer un total de 9 experimentos.

Se determiné que el rendimiento de la oleorresina de clavo (Eugenia
cariophyllata Thunb) extraido en la planta piloto es de 19.5 % para un tiempo de 12
horas, 20.8 % para un tiempo de 24 horas y 22.6 % para un tiempo de 36 horas, con

composicion y propiedades semejantes.

Para la interpretacion estadistica de los resultados se utiliz6 un nivel de
significancia del 5 %; sobre esta base se determind que el rendimiento no se ve

afectado significativamente por el tiempo de maceracion.

Se realizé un anélisis cualitativo por medio de cromatografia de capa fina de
la oleorresina obtenida para confirmar la presencia de los compuestos mayoritarios,

siendo éste el Eugenol.
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OBJETIVOS

General

Obtener y caracterizar la oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata Thunb)

variando el tiempo de maceracion a nivel de planta piloto.
Especificos
1. Determinar el porcentaje de rendimiento de oleorresina de clavo(Eugenia
cariophyllata Thunb), utilizando el método de maceracién estatica, a
diferentes tiempos de maceracion.
2. Determinar la presencia del componente activo, eugenol, utilizando

cromatografia en capa fina.

3. Establecer el grado de pureza de la oleorresina extraida mediante la
determinaciéon de sus propiedades fisicas y quimicas, tales como gravedad

especifica, solubilidad, etc.
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HIPOTESIS

Hipétesis Nula (Ho). Existe diferencia significativa en el porcentaje de
rendimiento de oleorresina extraida del clavo (Eugenia cariophyllata Thunb) en

funcién del tiempo de maceracion.

ui # yj

Donde: pi es el rendimiento de la oleorresina de clavo (Eugenia
cariophyllata Thunb), extraido de la ij-ésima extraccion con respecto al tiempo de

maceracion.

Hipdtesis Alternativa (Hi). No existe diferencia significativa en el porcentaje
de rendimiento de oleorresina extraida del clavo (Eugenia cariophylata Thunb) en

funcién del tiempo de maceracion.

pul = p2 =u3

Donde: p es el rendimiento de la oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata

Thunb), extraido en la planta piloto a diferentes tiempos de maceracion.
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INTRODUCCION

Guatemala es un pais rico en su biodiversidad, debido a su posicion
geografica, lo que hace que se tenga produccién de una diversidad de productos

agricolas.

En los udltimos afios se tiene la busqueda de productos no tradicionales como
alternativa a la ya tradicional agricultura guatemalteca, tal es el caso del
clavo(Eugenia Cariophyllata, Thunb) , que durante afios se ha usado como
saborizante en la fabricaciéon de condimentos, reposteria y en la industria
farmacéutica. El clavo tiene varios usos medicinales atribuidos, los botones florales
triturados se usan en enjuagues bucales y masticados para el dolor de muelas. El
fruto se usa para tratar afecciones digestivas, respiratorias y cardiacas. La tintura se

usa para tratar afecciones digestivas y bajar la fiebre.

La oleorresina y el aceite esencial son muy usados en la industria alimenticia,
farmacéutica y perfumeria, con particular aplicacién en odontologia como antiséptico

y anestésico.

El presente trabajo, trata sobre la obtencidn y caracterizacion de la oleorresina
de clavo (Eugenia caryophyllata, Thunb), para tal efecto, se realiz6 un experimento
unifactorial en el que se utilizo Alcohol Etilico al 70 %, materia prima seca con
10 % de humedad, un tamafio de lote fijo de 4.54 Kg . y se vari6 el tiempo de
maceracion: 12 h, 24 h 'y 36 h, para determinar cudl fue el tiempo de maceracion con

el rendimiento mas alto de oleorresina y la mejor calidad de la misma.
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JUSTIFICACION

Las oleorresinas de especies constituyen la forma liquida mds concentrada de
la especia, reproducen el cardcter de la especia con mucha mayor plenitud que los
aceites esenciales. La oleorresina de clavo se utiliza en la industria alimenticia,
farmacéutica y perfumeria, con particular aplicacién en odontologia como antiséptico

y anestésico.

En Ia actualidad, el clavo estd siendo cultivado en algunas comunidades del
Departamento de Alta Verapaz y en un alto porcentaje es importado de México y de
la India. Con el presente trabajo se continda el proceso de investigacion en la
obtencion de extractos de esta especie vegetal ya que en anterior trabajo se obtuvo el
aceite esencial y se sientan las bases para profundizar en el estudio, lo que conlleva a

impulsar su cultivo e industrializacion en afios posteriores.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Clavo

1.1.1 Generalidades

Cominmente conocido como clavo de especia, clavo de olor, clavillo. Su
origen botdnico: Syzygium aromaticum (L.), Merr & Perry; Eugenia Cariophyllata,
Thunb; Jambosa Caryophyllus (Spreng), Niedenzu; E. Caryophyllus, Bullok &

Harris.

1.1.2 Descripcién Botdnica

El arbol de clavo es siempre verde, de 10 a 15 m de alto y el tronco llega a
medir hasta 30 cm de didmetro. Hojas simples, oblongo — lanceoladas, acuminadas.
Flores poco numerosas, en corimbos terminales, tubo de cdliz turbinado, 1 cm de
largo, 16bulos largos, redondos, pétalos glandulosos, 1 —2 cm de largo. Los botones
florales tienen una longitud de 12 a 17 mm y son de color marrén oscuro. Consta de
un largo hipanto que puede tener hasta 4 mm de didmetro, el cual, en la parte alta,
termina en 4 grandes dientes del cdliz, algo salientes. Los 4 pétalos son mds claros,
de color pardo — amarillento, forman una cupula (hilera central) bajo la cudl se
encuentran numerosos estambres. En la parte superior del hipanto se encuentra el

ovario infero, bilocular, con numerosos 6vulos.2

Apretando el clavo de especia con la ufia, éste exuda aceite esencial.



1.1.3 Haébitat

Nativo del sudeste asiatico (islas Molucas), se cultiva en climas
tropicales maritimos como Indonesia, madagascar, Malasia, Zanzibar, Sri
Lanka, Brasil y el Caribe. En Guatemala se cultiva en el norte del pais en

lugares con 150 — 300 cm de precipitacion anual.3

1.1.4 Historia

Fue conocido por los chinos desde antes del 266 aC. Si bien se sabe
que es una especia oriental e introducida en américa, Ximénez refiere en
1722 que un trabajador le trajo “...un ramillete de clavos frescos, que en

olor y en todo son lo mismo que los de la India...”.

Los Holandeses se posesionaron de las islas de las Especias en 1605 con el fin
de crear un monopolio y destruyeron todos los drboles excepto aquellos de las islas
de Ambon y Ternate, pero, en 1770 los franceses introdujeron el drbol en las islas de
Mauricio y Reunion. Si bien el mejor clavo viene de las islas de Pemba, mas de 80%

de la produccién mundial proviene de Tanzania.s

1.1.5 Agricultura

Planta cultivada comercialmente que prefiere suelos arcillosos con
mucho humus. Se propaga por semillas que se obtienen de frutos
maduros después de remojo en agua para remover el pericarpio. Las
semillas germinan en terreno arenoso, a los 2 — 3 meses se transplanta a
bolsas de polietileno y mantienen en viveros con riego diario. El

transplante se hace en la época de lluvia a distancias de 6 — 7 m.



La fertilizacion es organica y debe regarse en la época seca durante
los primeros 2 — 3 afos. Se recomienda media sombra y proteccién de
la lluvia fuerte; por ejemplo sombras de banano o mango. Su principal
enfermedad es Imperata Cylindrica, que puede tratarse con dalapon. La
cosecha empieza a los 4 — 5 anos, durante los primeros 3 meses del ano.
Los manojos de clavo se recogen manualmente con mucho cuidado
cuando la yema ha alcanzado su maximo desarrollo. Separar los botones,
secar al sol por 4 — 5 dias, pierden 2/3 de su peso original. El rendimiento

varia entre 3 — 7 Kg de clavo seco por arbol.3,6

1.1.6 Usos Medicinales Atribuidos

Los botones florales machacados se usan en enjuagues bucales y
masticados para el dolor de muelas. El fruto se usa para tratar afecciones
digestivas, respiratorias y cardiacas. El polvo y decoccién se usan interna y
externamente en el tratamiento de induraciones, verrugas, tumores y
ciertas formas de cancer. La tintura se usa para tratar afecciones

digestivas y bajar la fiebre.o

Se le atribuye propiedad analgésica, anestésica, antiemética, antioxidante,
antiséptica, aromdtica, carminativa, desodorante, digestiva, estimulante, estomdquica,

expectorante, rubefaciente, tonica y vermifuga.i,7

1.1.7 Otros Usos Populares

Usado como saborizante en la fabricacion de condimentos, reposteria

y en la Industria farmacéutica.s,s



1.1.8 Composicion Quimica

El botdn floral contiente aceite esencial (15 — 20%) rico en eugenol
(70 — 90%), acetato de eugenilo (<10%), hidrocarburos sesquiterpénicos
(beta-cariofileno, alfa-humuleno, langeno, trazas de furfural, vainillina y
metilamilcetona), compuestos oxigenados no fendlicos (5%) y flavonoides
(rhamnetina, kampferol, acido eleandlico, eugenitina e isoeugenitina). La

corteza contiene trimetileter de acido elagico, beta-sitosterol y amirina.1,4

El analisis proximal de 100 g del botdn floral seco indica: 430
calorias, humedad (5.4 g), proteina (6.3 g), aceite volatil (13.2 g), grasa
no volatil (15.5 g), fibra (11.1 g), carbohidratos totales (57.7 g), materia
mineral (5.0 g), ceniza insoluble en acido (0.24 g), calcio (0.7 g), fésforo
(0.11 g), hierro (0.01 g), sodio (0.25 g), potasio (1.2 g), vit B1 (0.11 mq),
vit B2 (0.04 mg), niacina (1.5 mg), vit C (80.9 mg), vit A (175 UI).1,5

1.1.9 Farmacognosia

La materia médica es el botdn floral que tiene olor aromatico,
picante y ligeramente astringente. MicroscOpicamente presente una
epidermis compuesta de células pequenas poligonales, numerosos
anomocitos circulares y grandes valvulas de aceites ovoides; abundante
parénquima amarillo — café; grumos de cristales de oxalato de calcio;
ocasionalmente fibras; fragmentos de filamentos y capas fibrosas en las
anteras; abundantes granulos de polen. Contiene de 4 — 10% de extracto
etéreo no volatil, 5 — 8% de ceniza (0.1 — 0.6% insoluble en &cido), no
menos de 15% de aceite volatil, 10% de humedad, 13% de fibra; no mas
del 4% de botones abiertos, ni mas de 2% de botones fermentados, no

mas de 0.5% de materia organica extrafa.2



La actividad antimicrobiana se atribuye al eugenol que es activo
contra S. aureus, E. coli y C. albicans. La CIM del polvo del fruto contra S.
aureus es 2 mg/ml; el extracto metandlico es activo contra S. mutans
(CIM = 0.8 mg); el extracto acuoso es inactivo. La eugenina tiene
actividad antiviral contra el herpes simplex (10 mg/ml). El extracto
estimula la secrecién gastrica y actia sobre la pepsina, mejorando la
digestion y eliminando los gases; es un potente ascaricida, en dosis de 0.1
— 1.0 g/kg, del extracto alcohdlico o del aceite se expulsan los A.

lumbricoides sin efectos adversos.

El aceite esencial se obtiene de botones florales y hojas; botones con
rendimiento de 15 — 20 % y hojas 2 — 3 %.

Sus propiedades fisicoquimicas son: densidad 1.043 — 1.068,
indice de refraccion 1.530; contiene esteroides (camposterol, glucdsidos
de beta-sitosterol y stigmasterol) y triterpenoides (metiléster del acido 1

alfa-hidroxioleandlico).

El eugenol (acido cariofilico) se obtiene por extraccion del aceite con
KOH vy rectificacion con CO2. Se usa como analgésico, carminativo,
espasmolitico y antiséptico; en odontologia como analgésico dental y
relleno temporal de cavidades con o6xido de cinc; se usa en perfumeria, en
la fabricacién de vainillina y como insecticida. Es un liquido incoloro —
amarillento, picante, se obscurece al contacto con el aire, peso molecular
164, punto de ebullicién 255 C, densidad 1.0644, indice de refraccion
1.5410, rotacién dptca —1.3 grados, insoluble en agua, soluble en etanol,
cloroformo y éter; a pesar de su alta concentracion en el aceite (99 %), su
aroma particular proviene de trazas de otros elementos, como metil-n-
amilcetona. El acetato de eugenilo es un sdlido cristalino, peso molecular
206, punto de fusion 29 C, punto de ebullicion 120 —-121 C, densidad
1.0806, indice de refraccion 1.5205, olor a fruta. Ambos compuestos

poseen actividad anestésica, sedante e hipotérmica.



Algunos de sus sesquiterpenos (beta-cariofileno, Oxido de beta-
cariofileno, alfa-humuleno y eugenol) tienen propiedad anticarcinogénica
medida por el ensayo de reduccién de la glutation s-transferasa. El beta-
cariofileno es un liquido de peso molecular 204, punto de ebullicién 129 —
130 C, rotacién Optica especifica —5.2 grados, indice de refraccion 1.5009,
densidad 0.9052. El alfa-humuleno es liquido, peso molecular 204, punto
de ebullicién 106 — 107 C, indice de refraccién 1.5004, densidad 0.8865.

Se comercializan formas fitofarmacéuticas del extracto y

esencia como aceite esencial, polvo, pildoras, tintura y aceite.

1.1.10 Farmacologia
Estudios antimicrobianos demuestran que el aceite esencial y el
extracto etandlico son antibacterianos y antifingicos a concentraciones de
1:8,000 — 1:16,000; la tintura del fruto es activo contra bacterias y C.
albicans. El polvo del fruto es activo contra S. aureus, el aceite esencial es

antibacteriano, antifngico y analgésico.

La oleorresina y el aceite esencial son muy usados en la industria
alimenticia, farmacéutica y perfumeria, con particular aplicacion en
odontologia, como antiséptico y anestésico. El extracto metandlico tiene
actividad antiinflamatoria en el edema de la oreja del ratén inducido por
acetato de tetradecanoilforbol y posiblemente inhibidor de promotores

tumorales.

1.1.11 Toxicologia
El extracto etandlico es poco mutagénico en S. typhimurium TA98,

mas en TA102, CI50 en A. salina es 45 micro g/mL .



A los animales que se les administra pueden desarrollar sintomas de
hematuria, necrosis y morir de paralisis. Su uso es incompatible con C.
longa, compuestos de hierro, plata y sulfato de cinc. El aceite y sus
derivados irritan la piel y mucosas. Por via oral la dosis téxica de flores en
el adulto es de 3 g, en ninos es 0.5 g; el contacto repetido por via topica
puede causar dermatitis. La DL50 del aceite en raton es 1.82 g/Kg por via
intragastrica y 1.6 g/Kg por via oral; 5 g/Kg en perros y 19.3 g/Kg en
ratas. La DL50 del eugenol por via oral en ratas es 2,680 mg/Kg y en
ratén 3,000 mg/Kg.

1.1.12 Indicaciones Terapéuticas

Por su propiedad antiemética, carminativa y estimulante del apetito y
la digestion, los botones florales secos y sus preparados estan indicados
por via oral para tratar ataques de hipo, inapetencia, dispepsia, bronquitis,
amigdalitis y otitis en dosis de 3 tazas/dia de una infusion de 10 g/I, 3 —
10 gotas/dia de la esencia y 10 — 30 gotas/dia de la tintura. Por su
propiedad cicatrizante y desinfectante estd indicado su uso tdpico en
infecciones, heridas y ulceraciones. Las indicaciones terapéuticas del
aceite y del extracto alcohdlico son como analgésico y antiséptico de la

piel y mucosas, particularmente de la cavidad oral.

1.2 Oleorresinas
1.2.1 Definicién
Las oleorresinas son extractos de especias deshidratadas, que se obtienen

por tratamiento con solventes. Son preparados liquidos consistentes en aceites

esenciales y materias resinosas.



Pueden dividirse en dos grandes grupos: Las que se preparan con especias y
hierbas por extraccién con disolventes volétiles, utilizados exclusivamente en la
industria de sustancias soporiferas; y las que se preparan de las partes odoriferas
de la planta, exceptuadas las flores, cuyo empleo principal es la industria de

perfumes.

Las oleorresinas de especias corresponden enteramente a la primera
categoria de oleorresinas antes mencionadas, hay que distinguirlas de las llamadas
acuarresinas, que tipicamente se preparan por extraccion con alcohol acuoso y no
con disolventes, aunque hay cierta superposicion en las aplicaciones de ambos

tipos de productos.

Puesto que disolventes distintos pueden dar como resultado productos de
diferentes caracteristicas de olor a partir de la misma sustancia, la eleccion de los
disolventes es una de las funciones mas importantes en la fabricacién de

oleorresinas.

Después de la separacién de las materias sobrantes se libera el extracto de su
disolvente voldtil mediante la destilaciéon al vacio, lo que deja como residuo la
oleorresina deseada.

Las oleorresinas de especias que constituyen la forma liquida mas
concentrada de la especia, reproducen el cardcter de la especia con mucha mayor

plenitud que los aceites esenciales.

Se utilizan como agentes soporiferos en la industria de elaboracién de
alimentos. Como su elevada concentraciéon hace dificil que las oleorresinas como
tales se incorporen en las mezclas de productos alimentarios, se dispersan en una

base seca, harina y dextrosa.



Las oleorresinas son de empleo mds econémico, de mas fécil control de
calidad y mds limpias que las especias molidas equivalentes; su ventaja sobre los

aceites esenciales equivalentes, es que son mas estables cuando se calientan.

Con referencia a los extractos obtenidos de plantas aromadticas, pueden ser:
aceites esenciales, resinoides, concretos, absolutos, extractos crudos o purificados,

oleorresinas, exudados naturales (bdlsamos y resinas), etc.

Se denomina Concreto a un extracto de una planta aromadtica obtenido por
medio de un disolvente no polar(dentro de los mds usados estdn: hexano, eter de
petrdleo, acetona, acetato de etilo, n-butanol,etc.) o etanol y posterior eliminacién de

éste por evaporacion a baja temperatura y con ayuda de vacio.

El residuo resultante suele ser un producto semisélido, pastoso, conteniendo no
solamente la porcidn aromdtica de la planta sino también productos oleosos, cerosos,

clorofila, pigmentos, resinas, etc.

En la jerga comercial estos tipos de extractos suelen llamarse oleorresinas por
el hecho de contener todos los componentes oleosos o liposolubles de la planta de

origen.

Muchas de éstas oleorresinas tienen un vasto uso en la industria alimenticia y
farmacéutica, como reemplazantes de las respectivas partes de la planta. Las ventajas
que tienen son la facilidad de dosificacidn, la posibilidad de homogeneizar la calidad,

la carencia de problemas por contaminacion y por ende una mayor estabilidad.



Y con respecto a los aceites esenciales algunas veces suelen preferirse por
contener no solamente los componentes voldtiles de la planta, sino también los otros
compuestos que hacen al sabor, la textura, la pungencia, solubilidad, y al acorde de
sus caracteristicas organolépticas.

Una vez obtenido el concreto, se lo puede redisolver en etanol a temperatura
ambiente. Quedard una parte insoluble en el etanol, que se denomina resinoide, y
una parte soluble que se separa por filtracion, la que después de eliminarle el etanol

(a baja temperatura y con ayuda de vacio) se denomina absoluto.

1.2.2 Caracteristicas Generales

La oleorresina del clavo es un liquido muy viscoso de color café obscuro
verdoso, contiene de 40 a 60 % de Eugenol, con un olor placentero dulzén, un sabor

picante y provoca irritacion al tener contacto con la piel.

Oleorresina del clavo es el nombre comercial para varios extractos de clavo ya
sea un concreto, un absoluto o un acuarresina. El producto se extrae directamente de

los botones del clavo utilizando alcohol etilico como solvente.

La Oleorresina extraida del clavo contiene aproximadamente 70 mL
de aceite esencial por cada 100 g de la misma, con un rendimiento del 15
% en peso a partir de la especia seca. Existe una relacién en la que 1.7 g

de oleorresina de clavo equivale a 1 onza de la especia.

Entre las caracteristicas de las Oleorresinas estd la uniformidad de sabor, ya
que la variacién de las intensidades y las caracteristicas del sabor que pueden ocurrir
utilizando especies de diferente cosecha, origen o adulteraciones no ocurren con las

oleorresinas.
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Las oleorresinas son facilmente dispersables en alimentos, logrando
uniformidad en el sabor y evitando la presencia de hot points que pueden
ocurrir con las especies.

La Oleorresina de clavo ( No. cas: 8000-34-8) es utilizada en la
industria farmacéutica para elaborar productos anestésicos, en la
industria de alimentos es utilizada como saborizante para fabricar
condimentos y en reposteria, en la industria de cosméticos es utilizada

para formular perfumes y cremas terapéuticas especiales.

1.2.3 Usos de las Oleorresinas

Las Oleorresinas tienen uso en la industria de alimentos y de medicamentos
sustituyendo las plantas secas o las tinturas. Se emplean en la coloracién de
productos lacteos, principalmente en mantequillas, margarinas, quesos, en productos
de panaderia y mezclado con el colorante bixina para la coloracién de confituras,

helados, pudines.

También se utiliza industrialmente como saporifero de salsas curry, en
curtidos, salsas y condimentos, en sopas y pures instantdneos, en la coloracion de la
mostaza, en helados de vainilla, utilizando como saborizante artificial la oleorresina

del clavo, en yogurts y en productos de harina.
Las oleorresinas en general son ampliamente comercializadas y existen muchos

paises interesados en importar estos productos, siendo los mayores exportadores de

especias a nivel mundial la India, Estados Unidos, Madagascar y Australia.
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1.3 Método de Extraccion de Oleorresinas

1.3.1 Extraccion de Oleorresinas

Las oleorresinas de especias se obtienen de especias deshidratadas por
extraccion con un solvente volatil no acuoso, los solventes empleados son eliminados
casi completamente por procesos de destilacion al vacio, destilacién azeotrépica o

ambas.

La oleorresina del Clavo se obtiene por extracciéon con solventes (éter de
petrdleo, hexano, diclorometano, etanol, entre otros), utilizando clavo deshidratado

con un % de humedad entre el 15y 20 %.

1.3.2 Preparacion de la especia vegetal

La fabricacion de un producto a partir de la materia prima vegetal comprende
las operaciones de molienda, extraccion, concentracion y purificacién. Se utiliza
como materia prima el material vegetal seco previamente seleccionado para eliminar
las impurezas. En esta operacion se separan manualmente los materiales extrafios
como pedazos de madera, de metal o materiales de otra naturaleza. La tierra, la arena

y el polvo muy fino son separados por medio de tamices.

1.3.3 Molienda

El proceso de extraccion de oleorresinas, se inicia con la molienda de la planta.

Teniendo como objetivo la disminucién del tamafio de las particulas de la especia

para adecuarla a la etapa siguiente del proceso de extraccion.
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En la molienda a que es sometida la especia se rompen las paredes o
membranas celulares, para que en el proceso de maceracion se facilite la disolucion

de todas las propiedades de la especia en el liquido externo.

El tamafio de particula se establece experimentalmente para cada especia
procesada, teniendo en cuenta la naturaleza del solvente y el equipo empleado para la

extraccion.

La molienda da como resultado cierta cantidad de particulas muy finas, las
cuales se separan utilizando tamices.

El clavo seco presenta dificultad en el proceso de molienda ya que tiene dos
tipos de tejido que produce polvos muy finos; por esta razén solo de muesca para

romper los micelios y facilitar la extraccion.

1.34 Seleccion del solvente

Antes de empezar el proceso extractivo en una escala piloto o industrial, se
debe definir la selectividad del solvente a ser usado en el proceso. Cuando se desea
que estén presentes la mayor parte de los constituyentes quimicos de la planta,
normalmente se utiliza un solvente de naturaleza general, de alta polaridad, como
alcohol metilico o metanol. La escogencia del solvente de extraccidn, asi como la
permanencia en la composicién quimica de la materia vegetal, representan dos

aspectos de suma importancia.

Como la especia seca molida se pone en contacto con el solvente se inicia un
proceso opuesto al proceso de secado que tiende a reconstruir el estado original de la
célula. Inicialmente el solvente penetra en la célula vegetal y expele el aire contenido

en el citoplasma, dandose inicio de esta forma un proceso extractivo.
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La penetracién del solvente en la célula induce un momento dipolar en las
moléculas de los compuestos que van a ser extraidos. De ésta manera las sustancias
extraibles se adhieren a las moléculas del solvente. La capacidad de asociacién puede
expresarse en términos de la constante dieléctrica. Cuanto mds polar sea un solvente
mayor serd su respectiva constante dieléctrica. Compuestos ionizables y/o altamente
polares se disuelven en solventes de elevada constante dieléctrica; al igual que

compuestos apolares se disolverdn en solventes de baja constante dieléctrica.

En el proceso de escogencia de un solvente determinado es necesario
considerar aspectos relacionados con la selectividad, la facilidad de manipulacion, el
precio, la seguridad y los riesgos en cuanto a una posible contaminaciéon ambiental,
siendo el aspecto mds importante el grado de toxicidad del solvente.

Con las oleorresinas se pueden utilizar solventes orgdnicos, incluso mezclas
azeotrdpicas, ya que estas mezclas mantienen la misma concentracion relativa de sus
componentes cuando alcanzan su punto de ebullicion, y el punto de ebullicién de la
mezcla es inferior al del componente cuyo punto de ebullicién més alto, por lo cual
pueden ser usados en procesos extractivos. Incluso del tipo Soxhlet, ya que no

representa la separacion de los componentes de la mezcla.

En el caso de la extraccion de la oleorresina del clavo se utilizan

diclorometado, hexano, alcohol etilico, entre otros.
Durante el proceso de extracciéon ocurren dos fendmenos paralelos: la

lixiviacién de las sustancias solubles de células rotas y la disolucion y difusion de las

sustancias solubles de células intactas.
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Mientras la lixiviaciéon de las sustancias de las células rotas es rdpida, la
difusién de las sustancias a través de la membrana de células intactas es lenta y
requiere etapas de humedecimiento y ablandamiento para aumentar la permeabilidad
de la membrana. Este proceso comprende tres etapas: la penetracion del solvente en
la célula, la disolucién de las sustancias extraibles y la difusién de la solucién fuera

de la célula vegetal.

1.3.5 Maceracion

El proceso de maceracion consiste en poner en contacto la droga y el
solvente, durante varios dias. Se trata de un proceso que da como resultado un
equilibrio de concentracién entre la especie y el solvente, y depende de factores
que estan unidos a la especie, como lo son su naturaleza, el tamafio de particula, su
contenido de humedad y cantidad y factores que estdn relacionados con el
solvente, la selectividad y la cantidad. El rendimiento del extracto disminuye
cuando la relacién

especia-solvente aumenta la permeabilidad de la pared celular y la difusion
del solvente. La velocidad con la que se obtiene el equilibrio esta en funcién del
tamafio de la particula de la droga molida, asi como, del grado hinchamiento de las

células y de las propiedades del solvente.

El proceso cldsico de maceracion consiste en dejar la droga en contacto con
solvente durante varios dias, con agitacién ocasional, proceso conocido como
maceracion simple o estdtica, es sumamente lento. Para abreviar el tiempo de
operacion, la droga y el solvente deben mantenerse en movimiento constante, este
proceso se conoce como maceracion dindmica. Ambos procesos pueden ser

ejecutados a temperatura ambiente.
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La etapa final del proceso es el prensado o la centrifugacion del residuo para

la recuperacion de la parte del extracto retenido en él.

1.3.6 Percolacion

Consiste en hacer pasar el solvente a través de la planta que contiene el
componente activo ¢ metabolito secundario, hasta su extraccion exhaustiva completa.
Con el fin de aumentar el contacto, se utiliza una etapa preliminar de
humedecimiento de la droga o en este caso la especia, de esta forma se facilita el
paso del solvente y no permite la formaciéon de falsas vias, las que perjudican la
eficiencia del proceso. El humedecimiento de la especia aumenta la porosidad de la
pared celular y facilita la difusion de las sustancias extraibles hacia el exterior de las
células. El humedecimiento debe realizarse fuera del percolador, ya que la especia
puede hincharse excesivamente, principalmente cuando el solvente es acuoso, y

comprimirse contra las paredes del percolador, no permitiendo el paso del solvente.

16



2.1

22

2. METODOLOGIA

Localizacion:

La parte experimental de la investigacion se llevé a cabo en la Universidad de

San Carlos de Guatemala en las siguientes instalaciones:

- Planta piloto de extraccion — Destilacién de aceites esenciales de la seccidn

de Quimica Industrial del Centro de Investigaciones de Ingenieria.

- Laboratorio de Ensayo Fisico — Quimico de la seccion de Quimica Industrial

del Centro de Investigaciones de Ingenieria.

- LIPRONAT, Laboratorio de Investigacién de productos naturales, Facultad

de Ciencias Quimicas y Farmacia.

Recursos Humanos:

- Investigador: Tito Estuardo Vides Quifiones

- Asesora: Inga. Qca. Telma Maricela Cano Morales
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2.3

Recursos materiales:

Para cada lote se utilizo:

24

10 libras de Clavo seco

12.6 litros de etanol al 70 %.
10 galones de diesel

5 yardas de manta para filtrar

2 cintas de tape grueso

Equipo y Cristaleria :

12 Cubetas de plastico de 50 litros con tapadera hermética
molino manual

balanza analitica

1 filtro de pléstico grande

tubo recolector hacia el molino
6 cubetas plasticas de 15 litros
1 probeta plastica de 2000 ml
10 erlen meyer de 2000 ml

10 beackers de 500 ml

2 espatulas plasticas miserables
1 pizeta

reloj

refrigerador

anillos rasching

2 balones de 1000 ml

2 balones de 500 ml

2 balones de 2000 ml
Rotavapor BUCHI

bomba de vacio
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- vaselina
- termémetro
- material de limpieza de cristaleria

- frascos con tapadera con rosca

2.5 Procedimiento Experimental:

2.5.1 Disefio de Tratamientos:

Para la obtencién de la oleorresina del clavo, se procedié a colocar la materia
prima en contacto con el solvente, cuya técnica es llamada maceracion. Se utiliz6
alcohol etilico al 70 % como solvente. La materia prima se trabajé en seco con un 10
% de humedad. Para todos los tratamientos se usé un batch fijo de 4.54 kilos de

clavo y 12.6 litros de alcohol etilico, para utilizar una relacién de 3:1.

En el presente trabajo de investigacion se utiliz6 un disefio completamente al
azar con un arreglo combinatorio, en el cual se aplicé un experimento unifactorial el
cual es 3 diferentes tiempos de maceracion y 3 repeticiones de cada uno, para hacer

un total de 9 experimentos.

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el modelo estadistico de
Andlisis de varianza, haciendo uso del programa estadistico SAS y se comprobaron

los resultados bajo la prueba de Tukey.
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2.5.2 Manejo del Experimento

La materia prima seca se obtuvo de los productores directos en el municipio de
Chisec, Alta Verapaz. Al material seco se le realizd un tratamiento previo para

llevarlo a un 10 % de humedad.

Para las extracciones, el material seco, se procedid a triturarlo para aumentar la
eficiencia del proceso de extraccion. Se colocd la materia prima en contacto con el
solvente a un tiempo de maceracion determinado y se filtré utilizando manta fina

para evitar el paso de las particulas finas.

La oleorresina obtenida en cada extraccién se concentrd inicialmente en la
unidad de concentracion de la planta piloto y luego en el rotavapor para eliminar el
resto del solvente. Posteriormente se almacend en frascos limpios de color dmbar,
debidamente etiquetados y a una temperatura de 5° C para luego realizar el andlisis
de cromatografia en capa fina y determinar la presencia del componente activo

eugenol.

253 Andlisis Cromatogréfico:

El andlisis de cromatografia en capa fina se realizdé en el Laboratorio de
Investigaciéon de Productos Naturales(LIPRONAT) de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, USAC, utilizando el siguiente procedimiento: De las muestras
obtenidas de oleorresina de clavo se tomé 1 g y se colocaron en tubos de ensayo, se
agregaron 3 mL de etanol absoluto(96 %) y 3 mL de agua. Utilizando el vortex se
disolvi6 la oleorresina en la mezcla etanol-agua y se procedi6 a filtrar. Ya filtradas
las muestras se realizé una dilucién 1:10 con tolueno para las muestras y para los

estandares se realizo una dilucion 1:300.
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Se procedié a sembrar en la placa cromatogréfica 5 microlitros de cada muestra
y 1 microlitro de los estdndares, Eugenol, Linalool, Limoneno, alpha-terpineol y
Farmaseno, luego se procedi6 a colocar la placa dentro de la cdmara cromatografica
que contenia Tolueno y Acetato de Etilo, y se retir6 hasta que el solvente alcanzd la
altura adecuada en la placa, posteriormente se procedié a secar la placa dentro de la
campana de extraccién de gases, luego se asperjé con una mezcla de Acido Sulftrico
y Anisaldehido, se sec6 y se colocé en una plancha de calentamiento para revelar el

cromatograma.

2.5.4 Analisis Estadistico

2.5.4.1 Modelo estadistico

Se utilizé un andlisis de varianza unifactorial, para estimar las posibles

variaciones existentes entre los datos obtenidos de las nueve corridas llevadas a cabo.

Por medio del andlisis de varianza, se interpretaron los datos para determinar el
rendimiento en % de oleorresina extraido en la planta piloto a diferentes tiempos de

maceracion; y se investigé un solo factor.

Tabla I. Procedimiento que se llevo a cabo para la obtencion de los resultados.
Nivel Observaciones totales Promedio
1 YI,LI Y1,2 Y1,3 Yl ¥1
2 Y2,1 Y22 Y23 Y2 ¥2
3 Y3,1 Y32 Y33 Y3 y3
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Este disefio experimental es completamente aleatorizado para obtener mejores
resultados. Este modelo estadistico permitié probar la hipétesis sobre las medias de
los niveles.

El procedimiento de prueba del andlisis de varianza para el modelo de efectos

fijos unifactorial se describe en la siguiente tabla.

Tabla II. Procedimiento de prueba del andlisis de varianza para el modelo de

efectos fijos unifactorial.

Fuente de Suma de Grados de Media de
variacion cuadrados libertad cuadrados Fo
Entre niveles SS niveles a-1 MS MSniveles
Error (niveles) SSE N-a MSE MSE
Total SSt N-1

Por medio del andlisis anterior, se obtuvo las medias de los rendimientos de la
oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata Thunb), para comparar por medio de la

prueba Fo, cudl de las hipdtesis se rechazaria.

2542 Foérmulas para el andlisis de varianza

El célculo de los parametros para el andlisis de varianza, se realizaron por las

siguientes ecuaciones.

a n
SST=X ¥  Yip - Y2
i=1 j=1 N 1)
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a
SS niveles= ¥ Yiz - Y?
j=I n N 2)

SSE = SSt — SS niveles 3

MS niveles = SS niveles
a—1 4

MSE = SSE
N-a 5)

Fo = MS niveles
MSE (6)
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3. RESULTADOS

Comparacién del rendimiento de la oleorresina de clavo (Eugenia
cariophyllata Thunb), extraida en la planta piloto, en funcion del tiempo de

maceracion, a partir del material vegetal utilizado.

Rendimiento mayor a las 12 horas de maceracién: 19.5 %
Rendimiento mayor a las 24 horas de maceraciéon: 20.8 %

Rendimiento mayor a las 36 horas de maceracion: 22.6 %

El rendimiento obtenido, en los tres diferentes tiempos de maceracion,
muestra que no existe diferencia significativa, con una probabilidad de ocurrencia del

99.5 %, de acuerdo con esto se acepta la hipétesis alternativa:

Donde: u es el rendimiento de la oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata

Thunb), extraida en la planta piloto a diferentes tiempos de maceracion.

Comparacién de las propiedades quimicas de la oleorresina de clavo (Eugenia
cariophyllata Thunb), extraida en la planta piloto a diferentes tiempos de

maceracion.
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Los componentes de ésta oleorresina, a diferentes tiempos de maceracién son
los mismos. Se realiz6 un andlisis cualitativo por medio de cromatografia de capa
fina a los nueve lotes de oleorresina obtenida para confirmar la presencia de los

compuestos mayoritarios, siendo éste el Eugenol.

Comparacion de las propiedades fisicas de la oleorresina de clavo (Eugenia
cariophyllata Thunb), extraida en la planta piloto a diferentes tiempos de

maceracion.

Densidad relativa de la oleorresina a diferentes tiempos de maceracion:

Oleorresina a 12 horas de maceracion: 1.279 60 °C
Oleorresina a 24 horas de maceracion: 1.278 60 °C
Oleorresina a 36 horas de maceracion: 1.287 60 °C

Con éstos datos se observa que las propiedades fisicas de la oleorresina

extraida en la planta piloto a diferentes tiempos de maceracion, son semejantes.
Fig. 1. Rendimiento de oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata, Thunb)

(%), a diferentes tiempos de maceracion

25w
20+
. 1
porcentaje de
oleorresina @ 12h
W 24h
O36h

36h |
24h tiempo (hr)

corridas 3 12h
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Fig. 2. Andlisis cualitativo TLC para determinar la presencia del compuesto
mayoritario de la oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata, Thunb)

Eugenol

q 1 '
s13 574 ST5:

1
sT1 512

Estandares:

Stl: Eugenol

St2:  Linalool

St3:  Limoneno

St4:  alpha-terpineol

St5: Farmaseno

Como se observa en la figura anterior, las nueve extracciones tienen como

compuesto mayoritario el “Eugenol”.

27



28



4. DISCUSION DE RESULTADOS

La materia prima se obtuvo de los productores directos en el municipio de
Chisec, Alta Verapaz, donde la temperatura y latitud del cultivo del clavero son
ideales. Al material seco se le realizé un tratamiento previo para llevarlo a un 10 %
de humedad y se mantuvo en un ambiente fresco y protegido de la luz previo a su

extraccion, con el fin de conservar la materia prima libre de exceso de humedad.

Para llevar a cabo una mejor extraccion de oleorresina, por medio de un molino
manual se tritur6 la materia prima, para reducirla y homogenizarla; para aprovechar
al maximo la etapa de maceracion, en donde se pone en contacto con el disolvente y

éste absorbe todos los constituyentes de la planta.

La eleccién del disolvente es uno de los factores mds importantes en la
extraccion de oleorresinas, debido a que disolventes distintos dan como resultado
productos de diferentes caracteristicas. El disolvente utilizado en el presente trabajo
de graduacion fue el Etanol; segiin fuentes bibliograficas, es el mayor usado por su

rendimiento y afinidad con el compuesto principal de esta oleorresina, el Eugenol.

El proceso de concentracion se llevé a cabo a presién reducida, haciendo
énfasis en la temperatura, se trabajé dentro de un rango de temperatura del 40 — 55 °
C, con el fin de no deteriorar los constituyentes de la especia por efecto de una

temperatura muy elevada.

Debido a su naturaleza viscosa, parte del material se quedo6 en el concentrador;

se tratd de eliminar en la mayor cantidad posible éstas pérdidas, vertiendo etanol en
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las paredes del recipiente luego del proceso de concentracién para cada corrida. Por

lo tanto, se puede considerar como una fuente de error en los resultados.

Los rendimientos obtenidos para las distintas extracciones de oleorresina de
Clavo (Eugenia cariophyllata Thunb), a diferentes tiempos de maceracion, estan
comprendidos entre el 19 al 23 %; mucho mayores que el rendimiento esperado del 7
%, segtin fuentes bibliogréficas. Lo cual pone en evidencia la calidad de la materia

prima utilizada.

Al comparar los resultados obtenidos del rendimiento de oleorresina a
diferentes tiempos de maceracién en la planta piloto, por medio del andlisis de
varianza para las medias a cada tiempo con resultado de 3.99 que es la media de
cuadrados, y la razén Fo = 4.70, da como resultado de error entre medias de 0.8483;
comparando éstos resultados se determiné que las medias de los niveles no presentan
una diferencia significativa, entre el rendimiento a diferentes tiempos de maceracion,
con un nivel de significacion del 99.5 %. Por lo tanto se acepta la Hipétesis
Alternativa (Hi). “No existe diferencia significativa en el porcentaje de rendimiento
de oleorresina extraida del clavo (Eugenia cariophylata Thunb) en funcién del

tiempo de maceracion”.

En el andlisis cromatogrifico de capa fina, se confirma la presencia del
Eugenol, como el compuesto mayoritario, en las nueve extracciones, tal como se

observa en la Fig. 2 de la cromatografia en capa fina. (Pag. No. 27)

Las pruebas fisicas realizadas a cada extracto, son muy similares tanto en

densidad, como en sus caracteristicas organolépticas como sabor, olor y color.
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CONCLUSIONES

No existe diferencia significativa en el rendimiento porcentual de oleorresina

de clavo (Eugenia cariophyllata, Thunb) a diferentes tiempos de maceracion.

Segtin el andlisis cualitativo por cromatografia en capa fina, el componente
mayoritario en la oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata, Thunb), es el

Eugenol.

La propiedades fisicas: densidad y solubilidad de las oleorresinas obtenidas a

diferentes tiempos de maceracion, son similares.

La oleorresina de clavo (Eugenia cariophyllata, Thunb) es soluble en agua y

etanol.
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1.

RECOMENDACIONES

Es necesario hacer una corrida inicial, para establecer los puntos criticos del
proceso de extraccion de la oleorresina, como por ejemplo: el tiempo de
concentracion, si se pierde algo del material concentrado en las paredes del
concentrador, si se forma espuma durante la concentraciéon (y qué medidas

tomar), entre otras.

Es conveniente, si se desea obtener un concreto, o sea una Oleorresina pura, que
el “solvente” sea puro, debido a que al final de la concentracion, el rendimiento
no es real, dado que se ve afectado por el exceso de agua, al formarse el
azebtropo, para el caso del Etanol utilizado como solvente. Ademads, se forman
el absoluto y el resinoide, que tienen caracteristicas fisicas y quimicas muy

diferentes, afectando en si el rendimiento y la calidad de la Oleorresina.

Hay que tener en cuenta que luego de la concentracion, a las muestras se les debe
quitar totalmente el solvente que estuviese presente, para obtener una Oleorresina
libre de impurezas. Para ello se debe utilizar un Rotaevapor con medidor de
presién digital, con bomba de vacio incorporada capaz de alcanzar presiones
reducidas hasta de 40 mbar, para lograr obtener Oleorresinas de alta calidad

extraidas en las planta piloto.
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APENDICE

Fig. 3. Presentacién de la unidad utilizada en la planta piloto.

Fig. 4. Presentacién del Rotaevaporador.
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Datos Originales

Tabla III. Datos de masa de oleorresina obtenidos en la plata piloto, para una
masa de 10 libras de material vegetal, a un tiempo de maceracion de
12 horas.
CORRIDA Tiempo de maceracion (h) Masa (Kg)
1 12 0.87
2 12 0.84
3 12 0.88
Tabla IV. Datos de masa de oleorresina obtenidos en la plata piloto, para una
masa de 10 libras de material vegetal, a un tiempo de maceracioén de
24 horas.
CORRIDA Tiempo de maceracion (h) Masa (Kg)
1 24 0.91
2 24 0.94
3 24 0.87
Tabla V. Datos de masa de oleorresina obtenidos en la plata piloto, para una
masa de 10 libras de material vegetal, a un tiempo de maceracioén de
36 horas.
CORRIDA Tiempo de maceracion (h) Masa (Kg)
1 36 0.96
2 36 1.03
3 36 0.88
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Propiedades fisicas de la Oleorresina extraida

Tabla VI. Densidad de la Oleorresina determinada con picnémetro a
20 °C/60 °C.
CORRIDA
Tiempo de maceracion (h) Densidad de oleorresina (g/cm3)
1 12 1.274
2 12 1.275
3 12 1.279
Tabla VII.  Densidad de la Oleorresina determinada con picnémetro a
20 °C/60 °C .
CORRIDA
Tiempo de maceracion (h) Densidad de oleorresina (g/cm3)
1 24 1.276
2 24 1.273
3 24 1.278
Tabla VIII.  Densidad de la Oleorresina determinada con picnémetro a
20 °C/60 °C..
CORRIDA
Tiempo de maceracion (h) Densidad de oleorresina (g/cm3)
36 1.286
2 36 1.274
36 1.287
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Datos calculados

Tabla IX. Porcentaje de rendimiento para la Oleorresina extraida.
CORRIDA | Tiempo de maceracion (h) Rendimiento Ob.t enido en la
planta piloto
1 12 19.20 %
2 12 18.50 %
12 19.50 %
Tabla X. Porcentaje de rendimiento para la Oleorresina extraida.
CORRIDA | Tiempo de maceracion (h) Rendimiento Ob.t enido en la
planta piloto
24 20.10 %
24 20.80 %
3 24 19.20 %
Tabla XI. Porcentaje de rendimiento para la Oleorresina extraida.
CORRIDA | Tiempo de maceracion (h) Rendimiento Ob.t enido en la
planta piloto
1 36 21.30 %
2 36 22.60 %
3 36 19.50 %
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Tabla XII. Datos para el experimento unifactorial.
Tiempo de Namero de corridas Totales Promedio
maceracion 1 2 3 Yi yi
12 1.92 1.85 1.95 5.72 1.91
24 2.01 2.08 1.92 6.01 2
36 2.13 2.26 1.95 6.34 2.11
Y=18.07 ¥=6.02
Tabla XIII.Andlisis de varianza para los datos de rendimiento segtn los diferentes
tiempos de maceracion.
Fuente de Grados de Media de
Suma de cuadrados Fo
variacion libertad cuadrados
Tiempo de
7.98 3.99
maceracion
4.70
Error 5.09 0.8483
Total 13.07
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Calculo de Muestra

1. Calculo de Rendimiento:

Se utilizé la siguiente ecuacion

Rendimiento(%)= masa de oleorresina(Kg) x 100%

masa de material vegetal(Kg)

Para la primera corrida en la planta piloto, con una masa de oleorresina de 1.92

Ib y 10 Ib de clavo seco, se tiene:

Rendimiento (%) = 0.87 Kg x 100 =19.2 %
4.54 Kg
2. Calculo del promedio de los rendimientos de oleorresina.

Se utiliz6 la ecuacién del promedio:

Promedio = suma de los datos de las corridas

numero de corridas

Para el promedio del rendimiento de las oleorresinas, extraidas en la planta

piloto, se tiene:

Promedio = 19.2418.54+19.5+20.8422.6+....19.2 =20.08 %

9

3. La suma de los cuadrados requeridas, para el andlisis de varianzas, se calculan

como sigue:
a n

SST=% X Yi? - Y2
i=1 j=I N
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SST =(19.2)2 +(18.5)2 +(19.5)2 +(20.8)2 +(22.6)2 +(19.5)2 +(20.1)2 +(21.3)2
+(19.2)2 - (180.72)?

9

SST =13.07
Donde:

SST = Suma total de cuadrados

Yij2 = Rendimiento al cuadrado en cada extraccién

Y2 = Totales al cuadrado

N = Total de extracciones

a
SSniveles= X Yiz - Y2
j=1 n N

SS niveles = (57.2) +(59.59)% +(64)? - (180.72)?
3 9

SS niveles = 7.98

Donde:

SS niveles: suma de cuadrados debido a los niveles

n: numero de repeticiones
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SSE = SST — SS niveles
SSE =13.07 -7.98

SSE =5.09

Donde:

SSE: suma al cuadrado debido al error

MS niveles = SS niveles

a—1

MS niveles = 7.98

-1

W

MS niveles = 3.99
Donde:
MS niveles: media de cuadrados o cuadrados medios

MSE = SSE
N-a

MSE = 5.09
9-3

MSE = 0.8483

Donde:

MSE: media de cuadrados debido al error

a: nimero de repeticiones en cada tiempo
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Al obtener las medias de los cuadrados, por medio del andlisis de varianza, esto

permite determinar la razén Fo con un nivel de significacion de 0.05 %.

Fo = MS niveles

MSE
Fo=3.99

0.8483
Fo=4.70

Donde:

Fo: Larazén f o prueba F

Con la razén F para un nivel de significacion de 0.05 % y 2.6 grados de
libertad, se busca en las respectivas tablas, lo que resulta Fo (0.05,2.6) = 5.14 y ésta

se compara con la obtenida.
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