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Aceite esencial

Bio diversidad

Calidad de oleorresina

GLOSARIO

Es la fraccion liquida  volatil
generalmente destilable por arrastre
con vapor de agua, que contiene las
sustancias responsables del aroma de
las plantas y que son importantes en la
industria cosmética, de alimentos vy

farmacéutica.

Es el término por el que se hace
referencia a la amplia variedad de seres
vivos sobre la Tierra y los patrones
naturales que conforma, resultado de
miles de millones de afios de evolucion,
segun procesos naturales y también, de
la influencia creciente de las actividades

del ser humano.

Parametro de control del producto final
obtenido, oleorresina. Entre las
propiedades que determinan la calidad
de esta se encuentran: propiedades
fisicoquimicas como la densidad,
viscosidad, indice de refraccion, etc.
Asi como también la composicidn
fitoquimica, presencia de metabolitos
secundarios, que se encuentran

presentes en la oleorresina.

X1



Cromatografia

Lixiviacion

Es una técnica de separacion
extraordinariamente versatil que
presenta distintas variantes. En toda
separacion cromatografica hay dos
fases (sdlida, liquida o gas) una movil y
otra estacionaria, que se mueven una
con respecto de la otra manteniendo un
contacto intimo. La muestra se
introduce en la fase estacionaria y la
movil. Los componentes de la mezcla a
separar invierten un tiempo diferente en
recorrer cada una de las fases, con lo
que se produce la separacion. Si un
componente esta la mayor parte del
tiempo en la fase movil, el producto se
mueve rapidamente, mientras que si se
encuentra la mayor parte en la fase
estacionaria, el producto queda retenido

y su salida es mucho mas lenta.

Es la eliminacion de una fraccién
soluble, en forma de solucion, a partir
de una fase sédlida permeable e
insoluble a la cual esta asociada. La
separacion implica, normalmente, la
disolucidon selectiva, con difusion o sin
ella, pero en el caso extremo del lavado

simple, consiste solo en el
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Maceracion

Metabolitos secundarios

desplazamiento (con alguna mezcla) de
un liquido intersticial por otro, con el
que es miscible. El constituyente
soluble puede ser sélido o liquido y
estar incorporado, combinado
quimicamente o adsorbido, o bien
mantenido mecanicamente, en la
estructura porosa del material insoluble.
El sdlido insoluble puede ser masico y
poroso; con mayor frecuencia es de
particulas y estas ultimas pueden ser
poros abiertos, de celdas, con paredes
celulares selectivamente permeables o

con superficies activadas.

El proceso de maceracion consiste en
poner en contacto la materia prima y el

solvente, durante cierto tiempo.

Compuestos quimicos sintetizados por
las plantas que cumplen funciones no
esenciales en ellas, de forma que su
ausencia no es fatal para la planta, ya
qgue no intervienen en el metabolismo
primario de las plantas. Los metabolitos
secundarios de las plantas intervienen
en las interacciones ecoldgicas entre la

planta y su ambiente.
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Oleorresina

Percolacion

Las oleorresinas son liquidos naturales
extraidos de especias o0 extractos
herbales que contienen compuestos
volatiles y no volatiles, los cuales
caracterizan el sabor, color y aroma de
materias primas naturales. Las
oleorresinas son exudados compuestos
principalmente por constituyentes
volatiles y resinosos. Los balsamos son
oleorresinas caracterizadas por su alto
contenido en compuestos benzoicos o
cinamicos. Las oleorresinas son
extractos de naturaleza  oleosa,
obtenidos de especias o diferentes
plantas que proporcionan a los
productos color, sabor, segun las
necesidades del cliente. Son productos
liquidos, o casi liquidos, formado por
resinas disueltas en aceites, vy

procedente de diversas plantas.

Consiste en hacer pasar el solvente a
través de la materia prima, hasta su
extraccidon exhaustiva completa. La
percolacion simple, comprende la
extraccion exhaustiva de la materia
prima con el solvente siempre
renovado. En pequefia escala, la

percolaciéon se realiza en aparatos,
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Solvente

denominados percoladores, de cuerpo
cilindrico o conico, provistos de un grifo
en la parte inferior, para regular el flujo

del solvente.

Es una sustancia que permite Ila
dispersién de otra en su seno. Es el
medio dispersante de la disolucion.
Normalmente, el disolvente establece el
estado fisico de la disolucion, por lo que
se dice que el disolvente es el
componente de una disoluciéon que esta
en el mismo estado fisico que la
disolucion. También es el componente
de la mezcla que se encuentra en

mayor proporcion.
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RESUMEN

El objetivo principal del presente estudio es caracterizar dos métodos
diferentes de extraccion sélido-liquido para la obtencion de oleorresina de
Cardamomo (Elleteria cardamomum, L. Matton), tomando como parametros de
comparaciéon los rendimientos obtenidos asi como las propiedades

fisicoquimicas y fitoquimicas de los extractos obtenidos.

Se utilizé dos métodos de extraccidn, maceracion dinamica y maceracion
estatica, utilizando como solvente etanol al 95 % v/v y cardamomo con un
tamafio entre 840 y 1,190 micrones y una humedad menor a 15% w/w. Se
analizé dos métodos: estatico y dinamico (800 rpm), cada extraccion se llevo a
cabo a tres diferentes temperaturas, 25 °C, a 50 °C y 78 °C, esto para poder
determinar el efecto de la temperatura en el rendimiento y propiedades de las

oleorresinas obtenidas.

Al realizar el analisis estadistico se logroé determinar que existe diferencia
significativa entre cada uno de los métodos. El método con mayor rendimiento
fue la maceracién dinamica a 25°C con un rendimiento de 20.968 + 1.073 %.
Ademas, se determiné cuales son los metabolitos secundarios de mayor
presencia en la oleorresina de cardamomo, siendo estos: acetato de a-terpinilo,
limoneno, a-terpineol, linalool y nerolidol. La presencia de estos fue
determinada a través de cromatografia en capa fina y cromatografia gaseosa

acoplada a espectrometria de masas.
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OBJETIVOS

General:

Caracterizar dos diferentes métodos de extraccion sélido-liquido para
la obtencidn de oleorresina de cardamomo, utilizando como
parametros de comparacion el rendimiento, propiedades

fisicoquimicas y fitoquimicas de las mismas.

Especificos:

1.

Evaluar y comparar el efecto de la temperatura en el proceso de
extraccion solido-liquido (lixiviacidn) utilizando maceraciéon estatica
y dinamica con etanol al 95 % v/v a nivel laboratorio, utilizando
como parametros de comparacion el porcentaje de rendimiento,

propiedades fisicoquimicas y fitoquimicas de las oleorresinas.

Evaluar y comparar el efecto de la agitacion en el proceso de
extraccion sélido-liquido (lixiviacion) utilizando maceracion dinamica
y estatica a tres diferentes temperaturas con etanol al 95 % v/v a
nivel laboratorio, utilizando como parametros de comparacion el
porcentaje de rendimiento, propiedades fisicoquimicas y

fitoquimicas de las oleorresinas.

Evaluar y comparar el rendimiento de oleorresina de cardamomo
para cada uno de los dos procedimientos de lixiviacion a utilizar:
maceracion estatica a tres diferentes temperaturas y maceracion

dinamica a tres diferentes temperaturas.
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4. Realizar la caracterizacion fisicoquimica de la oleorresina de cardamomo
obtenida por dos procedimientos de lixiviacion, utilizando cromatografia
en capa fina y cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de

masas.
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HIPOTESIS

Es posible realizar un estudio de la lixiviacion de las fracciones solubles del
cardamomo utilizando maceracion dinamica y estatica utilizando etanol al 95
% Viv.

Hipoétesis Estadistica

Ho: no existe diferencia significativa en el rendimiento y las propiedades

fisicoquimicas y fitoquimicas de la oleorresina obtenida en cada uno de los

métodos de extraccion de oleorresina.

Mi=H2=H3=Mg= 0
Hi: existe diferencia significativa en el rendimiento y las propiedades de
la oleorresina obtenida en cada uno de los métodos de extraccion de

oleorresina.

|J1¢|Jz¢|.l3¢|.l4¢0
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INTRODUCCION

La importancia de la agricultura en el crecimiento de los paises como
Guatemala es alta, es por esto que la necesidad de investigar qué usos puede
llegar a tener cada una de las especies vegetales que se encuentran en la

amplia biodiversidad con la que cuenta nuestro pais, es de suma importancia.

El alto nivel de pobreza, en un alto porcentaje extrema, dificulta el acceso
a alimentos y a medicamentos, los cuales son importados en su mayoria. Esto
ha hecho que las poblaciones guatemaltecas hayan encontrado sustitutos a
estos alimentos y medicamentos. Algunos de estos productos han llegado a

tener una gran aceptacion en cada una de las poblaciones.

La utilizacion de plantas aromaticas en campos tan diversos como la
perfumeria, la cocina y la medicina, se remonta varios siglos atras. Debido a la
alta utilizacion de algunas de estas especies vegetales se han desarrollado
productos que optimizan la utilizacion de estos, algunos de estos productos son

los aceites esenciales, oleorresinas, tinturas, etc.

En la actualidad, uno de los productos de exportacién que cuentan con
alto prestigio, es el cardamomo. El objetivo principal de este estudio fue evaluar
dos métodos de lixiviacidn para la obtenciéon de oleorresina: lixiviacion con
maceracion estatica y maceracion dinamica a tres diferentes temperaturas (25
°C, 50 °C y temperatura de ebullicion), con el fin de analizar los rendimientos y

calidad de cada una de las oleorresinas obtenidas.
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1. ANTECEDENTES

En el Centro de Investigaciones de Ingenieria de la Universidad de San
Carlos de Guatemala se han realizado varios proyectos de investigacion en
extraccion de aceites esenciales y oleorresinas de ajo, jengibre, eucalipto,

cardamomo, romero y varios citricos.

Sin embargo, en cuanto a oleorresinas han sido pocos los estudios.

En 1998, Cano Telma, Benitez Ingrid, Chavez Blanca y Aguilar Byron
ejecutaron el proyecto 28-97 CONCYT denominado: “Obtencién vy
caracterizacion de capsaicina, ingrediente activo de productos fitofarmaceéuticos
y agro industriales de tres especies de Capsicum (Capsicum chinense,

Capsicum annuum L. V. y Capsicum anuum)”.

Para tal efecto se realizO un experimento bifactorial en el que se
utilizaron dos concentraciones de alcohol etilico al 70% y al 95% y dos niveles
de deshidratacion, en fresco y en seco, utilizando tres especies de capsicum, se
concluyé que de las tres especies de Capsicum estudiadas: chile habanero
(Capsicum chinense), chile jalapeno (Capsicum anuum) y chile verde o
chocolate (Capsicum anuum L. V.) de manera que se obtuvo el mayor
porcentaje de capsaicina en la oleorresina fue con el Capsicum Chinense, cuyo
valor fue de 10.28%, que esta dentro del rango del valor tedrico esperado que

es entre 10-12%.



El mas alto porcentaje de rendimiento de oleorresina fue de 14,6221%,
se obtiene para la especie chile habanero seco y utilizando alcohol etilico al
70%. El mas alto porcentaje de rendimiento de capsaicina, en funcién del
solvente utilizado fue de 0,002% para la especie chile habanero seco, utilizando
alcohol etilico al 95%. El nivel de deshidratacion del Capsicum (fresco y seco
con humedad al 10%) y la concentracion del solvente no influye en el porcentaje
de rendimiento de la oleorresina. Para obtener el mas alto porcentaje de
capsaicina en la oleorresina, la variable que produce un efecto mas marcado es

nivel de deshidratacion, seguido de la especie y concentracion del solvente.

En 2002 Cano Telma, Chavez Blanca, Godinez Jorge y Monzén David
ejecutaron el proyecto 6-25, PUIDI-DIGI, denominado “Obtencion vy
caracterizacion del aceite esencial y oleorresina de la pimienta negra (Piper
nigrum L.) cultivada en Guatemala, Evaluando tres distintos tamarfos de lote
para la extraccion del aceite esencial basado en el rango de operacién de la
planta piloto de extraccidon del Centro de Investigaciones de Ingenieria
(CHII/USAC)”. La extraccion de aceite esencial, se realizé en triplicado con un
tiempo de extraccion de 4 horas, un tamano de particula entre 1190 y 841
micrones y 15% de humedad.

Para la extraccion de oleorresina se evaluaron dos factores: 3 tamanos
de lote (15, 10, 9 libras) y dos concentraciones de solvente (etanol (CH3CH,OH)
la 95% y 70%). Se realizaron extracciones sucesivas a diferentes tiempos de
maceracion de la materia prima (36, 48 y 72 horas), hasta llegar a agotamiento
de la materia prima. En el estudio también se evalud las propiedades
fisicoquimicas del aceite esencial y oleorresina. Se concluyé que el valor mas

alto de porcentaje de rendimiento de aceite esencial de la pimienta negra



cultivada en Guatemala fue de 0,96% para un lote de 15 libras, valor cercano al
limite inferior que reporta la literatura que esta en el rango entre 1-2,3%. El
valor mas alto de porcentaje de rendimiento total de oleorresina, efectuando la
sumatoria de los rendimientos de las diferentes maceraciones para un tamano
fijo de lote fue de 6,3249%, para un lote de 10 libras, utilizando como solvente
alcohol etilico al 70%. Este valor obtenido es mayor que el reportado en la

literatura que es de 6%.

Ademas, se obtuvo que los valores de porcentaje de rendimiento total de
oleorresina obtenidos utilizando alcohol etilico al 95% son menores que los
obtenidos utilizando alcohol etilico al 70%. EI valor medio de porcentaje de

rendimiento total de oleorresina utilizando alcohol etilico al 95% fue de 4,122.

El valor medio de porcentaje de rendimiento total de oleorresina
utilizando alcohol etilico al 70% fue de 7,0204%, valor mayor al reportado en la

literatura que es de 6%.

Los valores promedio obtenidos del principio activo, piperina, en la
oleorresina de pimienta negra son de 54,29% utilizando alcohol etilico al 95% y
58,65% utilizando alcohol etilico al 70%, valores cercanos al reportado en la

literatura que esta en el rango de 53-57%.

Finalmente, se concluyd que no existe diferencia significativa en los
valores obtenidos de porcentaje de piperina en la oleorresina en funcion del

tamano de lote, tiempo de maceracion y solvente utilizado.



En el 2002 Garcia César, Chavez Blanca, Benitez Ingrid y Cerezo Otto
ejecutaron el proyecto DIGI: “Alternativa de desarrollo tecnoldgico para la
recuperaciéon de las fracciones extractables y caracterizacion de los
componentes claves curcumina y cariofileno contenidos en el rizoma de la

curcuma (Curcuma longa) para su agroindustrializacion en Guatemala”

Concluyeron que el rendimiento general promedio extraido de aceite
esencial de rizoma de curcuma fresca (Curcuma longa L.) a nivel de laboratorio
fue de 0,39%, mientras que a nivel de planta piloto fue de 0,29%, lo que refleja
una eficiencia de extraccion de 0,74% para proposito de un escalamiento

preliminar.

Ademas, el rendimiento general promedio de oleorresina extraida de
rizoma de curcuma fresca a nivel de planta piloto con tiempos de extraccion de
48 horas para la primera maceracion estatica fue de 11,63% y para la segunda

maceracion fue de 10,10%.

Se concluydé que no es recomendable la utilizacion del cariofileno como
meétodo de trazabilidad para monitorear la extraccion de aceite esencial a nivel
de planta piloto, debido a que no se detecté este metabolito secundario por el

analisis de cromatografia de gases (GC).

También se establece que es recomendable la utilizacibn de
curcuminoides como método de trazabilidad para monitorear la extracciéon de
oleorresina a nivel de planta piloto debido a que se detecto las variaciones en la

concentracion de estos metabolitos secundarios tanto por métodos



espectrofotométricos, como para detectar la presencia de la mezcla por

cromatografia de capa fina (TLC).

Encontraron que las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial
extraido a nivel de planta piloto coinciden en sus magnitudes a las referidas en

la bibliografia consultada.

Las propiedades fisicoquimicas de la oleorresina extraida a nivel de
planta piloto constituyen una referencia preliminar en sus magnitudes en vista

de que la bibliografia consultada refiere solo para aceite esencial.

Y, finalmente que es interesante para propodsitos de extraccién de
oleorresina con dos solventes el efecto sinergético de la mezcla de solventes
glicerol/etanol de los resultados obtenidos a nivel de laboratorio, y que refleja

una mejor capacidad extractiva que etanol unicamente.






2. MARCO TEORICO

2.1 Cardamomo

El cardamomo es una herbacea perenne alta, con raiz subterranea

ramificada, perteneciente a la familia de las zingiberaceas.

Es nativo del sur de la India y Ceylan, donde crece en bosques
perennes humedos a altitudes entre 2500 y 5000 pies. La planta tiene
tiros con hojas de alturas entre 6 y 8 pies, que soportan en la base uno 6
mas sistemas flores propios. Las flores son pequefias, entre 1y 1 %
pulgadas, son blancas 6 verde palido y color violeta en el centro. El fruto,
es una pequefia capsula ovoidal de color verde de ‘2 a % de pulgada de
largo, contiene entre 15 y 20 semillas duras angulares de color café-
oscuro que son caracterizadas por su fuerte olor aromatico y su sabor.
El aroma puede provenir de todo el fruto o de las semillas

descascaradas.

Los primeros reportes de la medicina Aryuvedica en la India, datan
del cuarto siglo antes de Cristo, se menciona al cardamomo como una
especie medicinal aromatica prescrita para curar complicaciones
urinarias y remover grasa. El cardamomo era un articulo de trueque
griego durante el cuarto de siglo antes de Cristo. Las clases inferiores
eran conocidas como amomon; las superiores, mas aromaticas, como

Kardamomon.



Para el primer siglo después de Cristo, Roma importé cantidades
sustanciales de cardamomo desde la India. Era recomendado por
Apicus como un digestivo para quienes caian en exceso gastrondémicos
era una de las especies que pagan impuesto en Alejandria en el afio 176

después de Cristo.

El cardamomo es una planta de cosecha estrictamente tropical,
requiere un clima moderadamente caliente con un promedio anual de

temperatura entre 72 °F y entre 100 a 160 pulgadas de lluvia.

Un terreno humedo y rico con una buena proporcion de humus y
un buen riego y drenaje es recomendado. Hasta 1800, el cardamomo no
se daba en plantaciones pero era obtenido de plantas silvestres en el sur
de la India y Ceylan. El sistema usual de produccion era cortar arboles y
maleza en areas boscosas seleccionadas y permitir que la plantula
brotara de nuevo. Cuando las plantas se terminaban, luego de varios
anos de produccion, estas parcelas de tierra eran abandonadas y se
buscaban nuevos claros. La propagacion hoy en dia es por plantacion
de semilla o secciones de plantaciones de rizomas maduros. Es
recomendado para las plantaciones culturales un espaciamiento entre 9 y

12 pies de sombra a la luz.

Las plantas comienzan a producir al cuarto afio y continuan
produciendo entre 10 y 15 afios antes de que requieran reemplazo. Una

plantacion esta en produccion durante ocho o nueve meses al ano.



Las capsulas son cosechas cuando estan a % de madurez, pero
todavia estan verdes y firmes. Para evitar recolectar vainas que estan
muy inmaduras o muy maduras, la misma area se cosecha 5 6 6 veces al
ano. Bajo buenas condiciones, la recoleccion anual por acre seria de
100 y 200 libras de capsulas secas. Las capsulas deben ser lavadas
para remover la tierra y luego deben ser secadas, ya sea al sol por tres o
cuatro dias o artificialmente en cuartos calientes durante 18 a 20 horas.
Diez libras de capsulas de cardamomo secas producen cerca de 6 libras
de semillas descascaradas luego de que las vainas son removidas. Hay

cerca de 50000 semillas descascaradas de cardamomo en una libra.

Cerca del 80% de la produccién mundial de cardamomo es
producido en la India, la mayoria de los estados de kerala, Mysore y
Madras. En afios normales, India embarca cerca de 2500 toneladas de
cardamomo y consume internamente como minimo lo mismo que

exporta.

Desde hace varios afos Guatemala se ha convertido en un
importante productor y exportador de cardamomo, ademas esta especie
es poco usada en Centro América. Ceylan, Tanzania, Malasia vy
Camboya también exportan cardamomo. Sustitutos baratos o
‘cardamomo falso”, conocido como Nepal, Bengal o Bastardo de
importancia local, es producido en Nepal, Sikkim y Tailandia por varias

especies de Amomun.

Dos variedades principales de “Elettaria cardamomun”

proporcionan el verdadero cardamomo comercial: el Malabar, cultivado



principalmente en India en los estados de Coorg y Mysore, que ha traido
racemas que crecen horizontalmente en el terreno; y el Mysore,
distinguida por tallo erecto floraciones arqueadas y frutos mas largos que
los de Malabar. La mayoria de cultivadores en Mandras y Travancore.
Cochin en India prefieren el tipo Mysore, debido a que los frutos son
menos propensos a dafos que la otra especie, ademas en el mercado de

exportacion son mas deseables las vainas largas.

Alrededor de 1920, semillas de cardamomo del tipo Mysore fueron
introducidos en el departamento de Alta Verapaz en el centro de
Guatemala; plantaciones subsecuentes han sido desarrolladas en el
sureste guatemalteco, en los departamentos de Suchitepéquez, Solola y

Quetzaltenango.

Hoy en dia los tipos mas importantes de cardamomo en el mercado son:
. Verdes o Greens: Vainas verdes, secadas artificialmente.
o Vainas secadas al sol o Sun dried pods: levemente
coloreadas, secadas al sol.
. Semillas o Decorticated: Semillas sin vaina.
o Blanqueado o Bleached: vainas que han sido blanqueadas

quimicamente con peroxido de hidrégeno.

Los dos primeros tipos representan cerca del 85% del mercado de

exportacion, las semillas cerca del 10% y el resto las del tipo Bleached.

Actualmente en el mercado ya no se utilizan clasificaciones

antiguas de cardamomo, como “largos” o “cortos” o “cortos-largos” o
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‘redondos”. A granel cardamomo verde es llamada “F.A.Q.” (Fair

Average Quality).

Estas clasificaciones son importadas en su mayoria por Suecia,
Pakistan, Finlandia, Noruega, Dinamarca, Alemania, Estados Unidos e
Inglaterra. Cantidades son sustanciales de F.A.Q. eran exportadas a la
Union Soviética por India como un trueque. EI mejor limpiado, vainas
verdes intactas, libres de tierra y sin dafno de insectos y pesando como
minimo 420 gramos por litro, conocido como “Guatemalan Best Quality

Greens” o “Indian Bold Mota Greens”, son demandadas en el medio este.

Las semillas de mejor calidad son conocidas como “prime seeds”;
las clasificaciones del blanqueado son: “Bleached”, el mangalor “Half
Bleached A” y “Half Bleached B”.

En los Estados Unidos la especie es conocida como cardamom y
algunas veces como cardamon. En Inglaterra, el medio este y en el

lejano este el plural cardamoms es generalmente usado.

El cardamomo es la tercera especie mas cara solo superada por el
azafran y la vainilla. Sin embargo en los paises Arabes, particularmente
en Arabia Saudita, el cardamomo es por mucho el mas popular. Café
con cardamomo, conocido comunmente como gahwa, es el simbolo de la

hospitalidad Arabe, asi como una bebida habitual.

El servir este café con cardamomo es un acto ceremonial. El

anfitrion se mueve sirviéndole a cada huésped, de acuerdo a su rango,
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desde un cantaro de latdn. Es un buen gesto aceptar tres tazas y hacer
un gesto audible de aceptacion, esto le dice al anfitrion cuanto esta
gozando de el y del café. Es dicho que una persona pobre en Arabia

vendera antes el arroz que el cardamomo.

2.1.1 Familia de las Zingiberaceas:

Familia de plantas que engloba unos 50 géneros y 1300 especies
de distribucién tropical, sobre todo en los paises de Extremo Oriente.
Las flores, complicadas e irregulares, tienen un estambre fértil y un
labelo vistoso por lo general, formado por dos o tres estaminoides
estériles. Las plantas de esta familia se cultivan mucho en los tropicos
por sus flores vistosas y los utiles productos que se extraen de ellas,
sobre todo del rizoma; destacan entre tales productos el jengibre, usado
como especia culinaria, el arrurruz de la India, un almidén comestible y la

curcuma, importante ingrediente del curry en polvo.

El orden del que forma parte la familia de las Zingiberaceas
contiene 8 familias y mas de 1800 especies, abundantes en las regiones
tropicales humedas. Es caracteristico que las plantas de este orden
formen rizomas (tallos subterraneos parecidos a raices); con frecuencia
eéstos son carnosos y contienen grandes cantidades de almidon u otras
sustancias utiles. Las hojas presentan un limbo amplio con nervios
paralelos que se extienden en perpendicular a una gruesa costilla
central; esta se prolonga en un peciolo o tallo foliar y en una base

abrazadera.
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Estas bases o vainas foliares estan imbricadas y forman un
pseudotallo rigido. Asi, el tronco del banano no es un tallo, sino el
resultado del solapamiento de la bases de numerosas hojas. En las
plantas de este orden, los verdaderos tallos no suelen estar a la vista,

pues son subterraneos o estan envueltos por las vainas foliares.

Las flores del orden suelen ser vistosas, aunque a veces las
bracteas (hojas especializadas) que se abren por debajo de las flores o
las inflorescencias son mas llamativas que las propias flores. En casi la
mitad de las familias del orden, los tres sépalos y los tres pétalos
constituyen las piezas florales conspicuas. Hay cinco o, en raras
ocasiones seis estambres (0 piezas masculinas) fértiles y entre dos y
cinco estaminoides petaloideos estériles, en muchos casos vistosos; los

sépalos y los pétalos son menos conspicuos.

La familia del banano, con dos géneros y unas 40 especies, suele
ocupar los habitats alterados de los trépicos del Viejo Mundo. Las
plantas tienen flores unisexuales, polinizadas en muchos casos por
murciélagos. El banano es originario del Sureste asiatico, pero se ha
convertido en un cultivo importante en todas las regiones tropicales
humedas, donde se usa como fuente de alimento local y como producto
de exportacion. El banano tiene flores estériles y el fruto se desarrolla
sin necesidad de fertilizacion, y por eso los platanos carecen de semillas.
Las plantas nuevas se obtienen de forma vegetativa, a partir de los

chupones que brotan de la base de las plantas viejas.
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La familia a la que pertenece el ave del paraiso tiene 3 géneros y
7 especies, propias de la América tropical, el sur de Africa y Madagascar.
A ella pertenece el arbol de los viajeros, una de las pocas especies
lefiosas del orden. Las plantas llamadas ave del paraiso y papagayos se
cultivan por sus inflorescencias, a menudo duraderas, envueltas en

grandes bracteas vistosas de forma de barca.

2.1.1.1 Clasificacion cientifica

La familia de las Zingiberaceas (Zingiberaceae) pertenece al orden
Zingiberales. El jengibre usado en la cocina es Zingiber officinale; el
arrurruz de la India es Curcuma agustifolia; y la curcuma, Curcuma
longa. El banano forma parte de la familia de las Musaceas (Musaceae),
especie Musa paradisiaca. El arbol de los viajeros es la especie
Ravenela madagscariensis; el ave del paraiso es la especie Strelitzia
reginae, ambas pertenecientes a la familia  Heliconiaceas
(Heliconiaceae), al igual que los papagayos, especies del género
Heliconia. Segun ciertos autores estos tres géneros se incluirian también

dentro de la familia Musaceas.

2.2 Oleorresinas y Aceites esenciales:

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

alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica (saborizantes).
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El aceite esencial dentro de la planta se encuentra confinado en un

tejido al cual se le denomina micela.

Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas de

hasta mas de 100 componentes que pueden ser:

o Compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y acidos).

° Monoterpenos

o Sesquiterpenos

o Fenilpropanos

En su mayoria son de olor agradable, aunque existen algunos de
olor relativamente desagradable como por ejemplo los de ajo y la cebolla,

los cuales contienen compuestos azufrados.

Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes
criterios: consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes

mayoritarios.

De acuerdo a su consistencia los aceites esenciales se clasifican

en:

o Esencias fluidas: son liquidos volatiles a temperatura
ambiente.
o Balsamos: son de consistencia mas espesa, son poco

volatiles y propensos a sufrir reacciones de polimerizacion.
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Oleorresinas: son extractos de especias, que se obtienen
por tratamiento de la materia prima seca con solventes.
Los solventes empleados son eliminados casi
completamente por procesos de destilacion al vacio,
destilacién azeotropica, o ambas. Tienen el aroma de las
plantas en forma concentrada y son tipicamente liquidos
muy Vviscosos o sustancias semisolidas. Tienen uso en las
industrias de alimentos y de medicamentos, sustituyendo
las plantas secas o las tinturas. Las oleorresinas contienen
aceites esenciales, aceites fijos, colorante y principios

activos de las plantas.

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican como:

Naturales: se obtienen directamente de la planta y no sufre
modificaciones fisicas ni quimicas posteriores, debido a su
rendimiento tan bajo son muy costosas.

Artificiales: se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de
sus componentes, por ejemplo, la mezcla de esencias de
rosa, geranio y jazmin enriquecida con linalool, o la esencia
de anis enriquecida con acetol.

Sintéticos: como su nombre lo indica son los productos por
la combinacién de sus componentes los cuales son la
mayoria de las veces producidas por procesos de sintesis
quimica. Estos son los mas economicos y por lo tanto son
mucho mas utilizados como aromatizantes y saborizantes

(esencias de vainilla, limon, fresa, etc.)
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Desde el punto de vista quimico y a pesar de su
composicidon compleja con diferentes tipos de sustancias,
los aceites esenciales se pueden clasificar de acuerdo con
el tipo de sustancias que son los componentes mayoritarios.
Segun esto los aceites esenciales se denominan:

o Aceites esenciales monoterpenoides: ricos en
monoterpenos como la hierbabuena, albahaca, salvia, etc.

o Aceites esenciales sesquiterpenoides: ricos en
sesquiterpenos como la copaiba, pino, junipero, etc.

. Aceites esenciales fenilpropanoides: ricos en fenilpropanos

como el clavo, canela, anis, etc.

Aunque esta clasificacibn es muy general resultara util para
propdsitos de estudiar algunos aspectos fitoquimicos de los

monoterpenos, los sesquiterpenos y los fenilpropanos.

2.2.1 Composiciéon quimica de las oleorresinas:

Las oleorresinas son liquidos naturales extraidos de especias o
extractos herbales que contienen compuestos volatiles y no volatiles los
cuales caracterizan el sabor, color y aroma de materias primas naturales.
Las oleorresinas son exudados compuestos principalmente por
constituyentes volatiles y resinosos. Los balsamos son oleorresinas
caracterizadas por su alto contenido en compuestos benzoicos o
cinamicos. Las oleorresinas son extractos de naturaleza oleosa,
obtenidos de especias o diferentes plantas que proporcionan a los

productos color, sabor, segun las necesidades del cliente. Son
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productos liquido, o casi liquido, formado por resinas disueltas en

aceites, y procedente de diversas plantas.

Las oleorresinas se obtienen de especies por medio de una
extraccidon con disolventes organicos que después se eliminan por
destilacion, el producto resultante es un liquido que contiene una mezcla
de los compuestos volatiles y no volatiles de la materia prima, aun
cuando no se extraen todos los responsables del aroma. Las
oleorresinas son muy viscosas Yy coloreadas y se usan en
concentraciones muy bajas, normalmente de 5 a 10 % con respecto a la

especie de donde se extraen.

Una de las ventajas de obtener oleorresinas es evitar los
inconvenientes de las perdidas de color del fruto seco, aumentando su
poder colorante. = Ademas las oleorresinas  muestran una gran
estabilidad a altas temperaturas y tienen caracteristicas de sabor mas
semejantes a la especia seca natural que el correspondiente aceite

esencial.

Se componen principalmente de aceite esencial, resinas organicas
solubles y otros materiales relacionados con la especie original como

acidos grasosos no volatiles.

La cantidad de aceite graso presente depende de la materia prima
asi como del tipo de solvente utilizado. Las semillas de especies
producen mas aceite grasos que las demas partes de la planta. Los

compuestos no volatiles, como los que contribuyen al olor fuerte y
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picante de la pimienta negra, son iguales de importantes que los aceites

esenciales volatiles, si lo que se desea es un sabor completo a pimienta

negra. Los compuestos deben de estar en la misma proporcidén en la

que estan en la especie original.

Las resinas y los aceites grasos actuan como conectores

naturales de los compuestos mas volatiles del aceite esencial.

Las oleorresinas estan formadas por los siguientes compuestos:

1)

2)

Esteres: principalmente de acido benzoico, acético,
salicilico y cinamico.

Alcoholes: linalol, geraniol, cirtronelol, terpinol mentol,
borneol.

Aldehidos: citral, citronela, bezaldehido, cinamaldehido,
aldehido cuminico, vainilla.

Acidos: benzoico, cinamico, miristico, isovalérico todos en
estado libre.

Fenoles: eugenol, timol, carvacrol.

Cetonas: carvona, mentona, pulegona, irona, fenchona,
tujona, alcanfor, metilnonil cetona, metil heptenona.

Eteres: cifielo, éter interno (eucaliptol), acetol, safrol.
Lactosas: cumarina.

Terpenos: canfeno, pineno, limoneno, felandreno, cedreno.

10)Hidrocarburos: cimeno, estireno (feniletileno).
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2.2.2 Funcidén de los metabolitos secundarios en las plantas:

Hasta

la presente fecha, no hay una teoria universalmente

aceptada con respecto a la formacion de los aceites esenciales y el papel

que juegan en la vida de las plantas solo se cuenta con numerosas

hipétesis que se describen a continuacion:

a)

Los aceites esenciales penetran en los espacios
intercelulares disminuyendo la transpiracion de la planta.
Incrementan la velocidad de circulacion de substancias
nutritivas en la planta, la cual regula su metabolismo.

Son compuestos aromaticos que sirven para proteger
contra los insectos y el crecimiento de hongos a las plantas.
El aroma de las flores atrae a los insectos, promoviendo de
esta manera su reproduccion.

Los aceites esenciales degradan a los glucésidos, en otras
palabras actuan como agentes enzimaticos.

Pueden proporcionar un medio de preservacion a las

plantas.
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2.2.3 Metabolitos secundarios presentes en el cardamomo
2.2.31 1,8 Cineol

Figura 1. Estructura molecular 1,8 Cineol.
CHs;

0]

I

HsC” CHjg

Férmula quimica:
C10H+80
Nombre I[UPAC:

1, 3, 3 - trimetil — 2 - oxabiciclo [2.2.2] octano
Propiedades quimicas:
Peso formula =154.24932 g / mol
Composicion= C (77.87%) H (11.76%) O (10.37%)
indice de refraccion= 1.461 + 0.02

Tension superficial = 32.4 + 3.0 dinas/cm
Densidad = 0.922 + 0.06 g/cm®
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2.2.3.2 Geraniol

Figura 2. Estructura molecular del Geraniol
CHj

\OH

HsC CHj

Férmula quimica:

C1oH180

Nombre IUPAC:

(2Z) — 3, 7- dimetilocta — 2, 6- dien -1 - ol

Propiedades quimicas:

Peso férmula 154.24932 g/mol

C (77.87%) H (11.76%) O (10.37%)
1.470 £ 0.02

Tension superficial = 29.1 + 3.0 dinas/cm

Densidad =0.866 + 0.06 g/cm®

Composicion

indice de refraccion
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2233 Acetato de a — terpinilo

Figura 3. Estructura molecular del Acetato de a — terpinilo.
CHj3

CH,

Formula molecular:

C12H2002

Nombre IUPAC:

2,2 dimetil (4-metilciclohex-3-en-1-il) propanoato
Propiedades quimicas:

Peso férmula = 196.286 g/mol

Composicion = C (73.43%) H (10.27%) O (16.30%)
indice de refraccion= 1.466 + 0.02

Tension superficial = 31.8 £ 3.0 dinas/cm
Densidad =0.962 + 0.06 g/cm®
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2234 o — Terpineol

Figura 4. Estructura molecular del a—Terpineol

CHs5

Férmula quimica:

C10H+80

Nombre IUPAC:

2 - (4 - metilciclohex-3-en-1-il) 2 propanol

Propiedades quimicas:

Peso formula = 154.24932 g/mol
Composicion = C(77.87%)H (11.76%) O (10.37%)
indice de refraccion =1.482 + 0.02

Tension superficial = 33.2 £ 3.0 dinas/cm
Densidad =0.934 + 0.06 g/lcm®
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2.2.3.5 Linalool

Figura 5. Estructura molecular del Linalool.

CH3 CHj,
HZCWCH
OH °

Férmula quimica:

C10H+80

Nombre IUPAC:

3, 7 dimetil 1, 6 dieno 3 octanol

Propiedades quimicas:

Peso formula = 154.24932 g/mol
Composicion = C(77.87%)H (11.76%) O (10.37%)
indice de refraccion= 1.463 + 0.02

Tension superficial = 28.2 £ 3.0 dinas/cm
Densidad = 0.858 + 0.06 g/lcm®
Punto de ebullicion = 198.6 °C

25



2.2.3.6 Acetato de Linalilo

Figura 6. Estructura molecular del Acetato de Linalilo.

CHj 0
YCH:},
CH, ©
H5;C CHj,

Férmula quimica:

C12H200-

Nombre IUPAC:

1,5-dimetil-1-vinilhex-4-en-1-il acetato

Propiedades quimicas:

Peso férmula = 196.286 g/mol

C (73.43%) H (10.27%) O (16.30%)
1.452 + 0.02

Tension superficial = 27.7 £ 3.0 dina/cm

Densidad =0.897 + 0.06 g/cm®

Composicion

indice de refraccion
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2.2.3.7 B — Pineno

Figura 7. Estructura molecular del  — Pineno.

CH
H,C 2

H3C

Férmula quimica:

CioH1s

Nombre I[UPAC:

6,6 — dimetil — 2 — metilenebiciclo [3.1.1] heptano
Propiedades quimicas:

Peso férmula = 136.23404 g/mol
Composicion =C (88.16%) H (11.84%)
indice de refraccion= 1.483 + 0.03

Tension superficial = 27.0 £ 5.0 dinas/cm
Densidad =0.88 + 0.1 g/cm®
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2.2.3.8 a — Pineno

Figura 8. Estructura molecular del a — Pineno

CH
HaC 3

H,C

Férmula quimica:
CioH1s6
Nombre IUPAC:
2, 6, 6 — trimetilbiciclo [3.1.1] hept —2 — en
Propiedades quimicas:
Peso férmula = 136.23404
Composicion = C (88.16%) H (11.84%)
indice de refraccion= 1.479 + 0.02

Tension superficial = 25.3 + 3.0 dina/cm
Densidad =0.879 + 0.06 g/cm®
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2.2.3.9 Limoneno

Figura 9. Estructura molecular del Limoneno.

CH;

H5;C CH,

Foérmula quimica:

CioH1s

Nombre IUPAC:

4-isopropenil-1-metilciclohexeno

Propiedades quimicas:

Peso formula 136.23404 g/mol

C (88.16%) H (11.84%)
indice de refraccion = 1.467 + 0.02

Tension superficial = 25.8 £ 3.0 dinas/cm

Densidad =0.834 + 0.06 g/lcm®

Composicion
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2.3 Procesos de extraccion soélido-liquido

2.3.1 Proceso de lixiviacion

2.3.1.1 Definicion

Lixiviacion es la eliminacion de una fraccion soluble, en forma de
solucioén, a partir de una fase solida permeable e insoluble a la cual esta
asociada. La separacidon implica, normalmente, la disolucion selectiva,
con difusién o sin ella, pero en el caso extremo del lavado simple,
consiste sélo en el desplazamiento (con alguna mezcla) de un liquido
intersticial por otro, con el que es miscible. El constituyente soluble
puede ser solido o liquido y estar incorporado, combinado quimicamente
o adsorbido, o bien mantenido mecanicamente, en la estructura porosa
del material insoluble. EIl sdlido insoluble puede ser masico y poroso;
con mayo frecuencia es de particulas y estas ultimas pueden ser poros
abiertos, de celdas, con paredes celulares selectivamente permeables o

con superficies activadas.

Es habitual el excluir del estudio de la lixiviacion la elusién de
solutos adsorbidos superficialmente. Este proceso sera tratado, en lugar
de ello, como un caso especial de la operacion inversa, la adsorcion.
Asimismo, se excluye el lavado de tortas de filtros, ya sea in situ o
mediante la formacién de una nueva suspension y la refiltracion. Debido
a su gran variedad de aplicaciones y su importancia para diferentes
industrias antiguas, la lixiviacion tiene otros nombres. Entre los que se

encuentran en la ingenieria quimica estan la extraccion, la extraccion de
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soélido-liquido, la percolacion, la infusion, el lavado y la decantacion por
sedimentacidn. La corriente de solidos lixiviados y el liquido que la
acompafa se denominan lodos; en hidrometalurgia también se conoce
como pulpa. EIl contenido en sdlidos de las corrientes es denominado,
en algunas ocasiones, como marc (en particular en los procesos de
separacion de aceites). La corriente de liquido contenido en la solucion
lixiviada es el clarificado. Como abandonada el proceso de lixiviacion,

tiene otros nombre opcionales: extracto, solucién, lixiviado o miscelado.

El mecanismo de la lixiviacion puede incluir una solucién fisica
simple o la disolucidén facilitada por una reaccion quimica. La velocidad
de transporte de disolvente en la masa que se va a lixiviar o de la
fraccidn soluble en el disolvente o de la solucion de extracto del material
insoluble, o alguna combinacion de esas velocidades, pueden ser
importantes. Es posible que exista una resistencia externa. Como el que
una posible que exista una resistencia externa. Como el que una

reaccion quimica puede afectar a la velocidad de la lixiviacion.

Ya que las corrientes de lodo y clarificado no son fases
inmiscibles, sino corrientes basadas en el mismo disolvente, el concepto
de equilibrio en lixiviacion no es el mismo que el que se aplica en otras
separaciones de transferencia de materia. Si el soluto no se adsorbe en
el sdlido inerte solo se logra el equilibrio verdadero cuando todo el soluto
se disuelve y se distribuye de forma uniforme en todo el disolvente, tanto
en la corriente de lodos como la de clarificacién (o cuando el disolvente
se satura uniformemente con el soluto, situacion que nunca se presenta

en un equipo de extraccion disefiado de forma adecuada). La
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interpretacion practica del equilibrio de lixiviacion es el estado en que las
corrientes de lodos y clarificado tienen la misma composicion. En un
diagrama x-y, la linea de equilibrio es una recta que pasa a través del
origen con una pendiente de valor unidad. Es costumbre calcular el
numero de etapas ideales (de equilibrio) requeridas para una lixiviacion
determinada y ajustar dicho numero por medio de la aplicacion de un
factor de eficacia de etapa, aunque si se conocen, pueden aplicarse

eficacias locales etapa a etapa.

Sin embargo, y por lo general, no resulta sencillo establecer una
eficiencia de etapa o un valor de eficacia global ni un indice de la
velocidad de lixiviacion (es decir, un coeficiente general) sin probar los
modelos a pequeia escala de los aparatos. De hecho, los resultados de
dichas pruebas tienen que escalarse en forma empirica, sin una

evaluacion explicita de los indices de velocidad o de cuasi-equilibrio.

Los equipos de lixiviacion se distinguen por el ciclo de operacion
(intermitente, continuo o intermitente de cargas multiples), por la
direccion de las diferentes corrientes (concurrente, a contracorriente o
flujo hibrido), por el numero de etapas (una unica etapa, etapas multiples
o etapa diferencial) y por el método de contacto (percolacion por
pulverizacién, percolacién por inmersién o dispersion de sélidos). En
general, los anteriores descriptores catalogan cuatro categorias y deben
consignarse para el establecimiento completo de un sistema de
lixiviacion (por ejemplo, el extractor tipo Bollman es un percolador

continuo, con etapas multiples con pulverizacion y flujo hibrido).
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Sea cual sea el mecanismo y el método de operacion, resulta
evidente que el proceso de la lixiviacion estara favorecido por el aumento
de la superficie por unidad de volumen de sélidos que se deben lixiviar y
por la disminucion de las distancias, en sentido radial, que se deben
atravesar al interior de los sélidos, y la disminucién del tamafio de las
particulas contribuye a ambas cosas. Por otra parte, los sdlidos finos
provocan una velocidad lenta de percolacion, dificultan la separacién de
sélidos y producen un sélido de mala calidad. Estas caracteristicas

establecen las bases para un tamano optimo de particulas.

Es a través de la clasificacion mediante el tipo de contacto la que
proporciona las dos categorias principales en las que se divide el equipo
de lixiviacion:

1. Los que realizan la lixiviacion por percolacion
2. Aquellos en que las particulas solidas se dispersan en un liquido v,

posteriormente, se separan de él.

En cada una de esas clases existen unidades continuas y por
cargas. Los materiales que se desintegran durante la lixiviacidon se tratan

en los equipos de la segunda clase.
2.3.1.2 Aplicaciones
Muchas sustancias bioldgicas, asi como compuestos inorganicos y
organicos, se encuentran como mezclas de diferentes componentes en

un solido. Para separar el soluto deseado o eliminar un soluto

indeseable de la fase sodlida, ésta se pone en contacto con una fase
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liquida. Ambas fases entran en contacto intimo y el soluto o los solutos
se difunden desde el sdlido a la fase liquida, lo que permite una
separacion de los componentes originales del solido. Este proceso se
llama lixiviacion liquido-solido o simplemente, lixiviacion. La operacion
unitaria se puede considerar como una extraccion, aunque el término
también se refiere a la extraccion liquido-liquido. Cuando la lixiviacion
tiene por objeto eliminar con agua un componente indeseable de un

solido, el proceso recibe el nombre de lavado.

En la industria de procesos bioldgicos y alimenticios, muchos
productos se separan de su estructura natural original por medio de una
lixiviacion liquido-sdlido. Un proceso importante es la lixiviacion de
azucar de las remolachas con agua caliente. En la produccion de aceites
vegetales, se emplean disolventes organicos como hexano, acetona y
éter, para extraer aceite de cacahuate, soya, semillas de lino, semillas de
ricino, semillas de girasol, semillas de algodén, harina, pasta de palo e
higado de hipogloso. En la industria farmacéutica se obtiene una gran
diversidad de productos por lixiviacion de raices, hojas y tallos de
plantas. En la produccion de café “instantaneo” soluble, el café tostado y
molido se somete a una lixiviacibn con agua pura. EIl té soluble se
fabrica por lixiviacion de hojas de té con agua. El tanino se extrae de las

cortezas de arboles por lixiviacién con agua.

Los procesos de lixiviacion son de uso comun en la industria
metalurgica. Los metales utiles suelen encontrarse en mezclas con
grandes cantidades de constituyentes indeseables, y la lixiviacion permite

extraerlos en forma de sales solubles. Las sales de cobre se disuelven o
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se lixivian de los minerales molidos que contienen otras sustancias por
medio de soluciones de acido sulfurico o amoniacales. Las sales de
cobalto y niquel se lixivian de sus minerales con mezclas de &cido
sulfurico-amoniaco-oxigeno. La lixiviacibn de oro a partir de sus
minerales, se basa en el uso de una solucidon acuosa de cianuro de
sodio. El hidroxido de sodio se lixivia de una suspensidon de carbonato
de calcio e hidroxido de sodio, que se prepara haciendo reaccionar

carbonato de sodio con hidréxido de calcio.

2.3.2 Preparacion de los sélidos para la lixiviaciéon

2.3.2.1 Materiales inorganicos y organicos:

El método de preparacion del solido depende en alto grado de la
proporcion del constituyente soluble presente, de su distribucién en el
material solido original, de la naturaleza del sdlido, que puede estar
constituido por células vegetales o el material soluble estar totalmente
rodeado por una matriz de materia insoluble, y del tamafo de particula

original.

Si la materia soluble esta rodeada de una matriz de materia
insoluble, el disolvente se debe difundir hacia el interior para ponerse en
contacto y disolver el material soluble, y después difundirse hacia afuera.
Esto ocurre en muchos proceso hidrometalurgicos, en los porque se
lixivian sales metalicas de minerales metalicos. En estos casos se
procede a una trituracion y molienda previa de los materiales para

aumentar la velocidad de lixiviacion, pues de esta manera las porciones
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solubles quedan mas accesibles a la acciéon del disolvente. Si la
sustancia soluble esta en solucién sélida o ampliamente distribuida en la
totalidad del sdlido, la accién de lixiviacion del disolvente forma canales
pequenos. Esto hace que el paso de disolvente adicional resulte mas
facil, por lo cual se puede prescindir de la molienda a tamafios muy
pequenos. La molienda de las particulas es innecesaria cuando el
material soluble estd disuelto en una solucién adherida al sodlido.
Entonces se puede emplear un simple lavado similar al de precipitados

quimicos.

Los materiales biologicos tienen estructura celular y los
constituyentes solubles suelen estar dentro de las células. En ocasiones,
la velocidad de lixiviacidon es bastante baja, debido a que las paredes
celulares constituyen una resistencia adicional a la difusién. No obstante,
es poco practico moler los materiales biolégicos a tamafo
suficientemente pequefio para exponer el contenido de las células
individuales. Las remolachas azucar se cortan en rebanadas delgadas
cuneiformes para que durante la lixiviacion sea mas pequefa la distancia
necesaria para que el disolvente acuoso se difunda y llegue a las células
individuales. Las células de las paredes celulares semipermeables,
mientras los componentes albuminosos y coloidales indeseables no

pueden pasar a través de ellas.

Para lixiviar productos farmacéuticos de hojas, tallos y raices, el
secado del material antes de la extraccion ayuda a romper las paredes
celulares. De esta manera, el disolvente ataca directamente al soluto.

Las paredes celulares de las semillas de soya y de otros vegetales sufren
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bastantes rupturas cuando la materia se reduce a un tamafo de
aproximadamente 0,1 mm a 0,5, por medio de un proceso de laminacion
para formar pequefias escamas. Las células son de tamafo mas
pequefio, pero sus paredes se rompen y el aceite vegetal queda mas

accesible a la accion del disolvente.

2.3.2.2 Velocidad de lixiviacion:

En la lixiviacion de materiales solubles del interior de una particula
por accion de un disolvente, el proceso general consiste en los siguientes
pasos: el disolvente se transfiere del volumen de solucién a la superficie
del sélido. Después, dicho disolvente penetra o se difunde en el sdlido.
El soluto se disuelve en el disolvente. Entonces, el soluto se difunde a
través de la mezcla de sdlido y disolvente hasta la superficie de la
particula. Finalmente, el soluto se transfiere a la solucién general. Los
numerosos fendmenos que se presentan en este proceso hacen poco
practico y casi imposible aplicar una teoria definida a la accion de

lixiviacion.

En general, la velocidad de transferencia del disolvente de la
solucion general hasta la superficie del sélido es bastante rapida, y la
velocidad hacia el interior del sélido puede ser rapida o lenta. Sin
embargo, en la mayoria de los casos éstas no son las etapas que limitan
la velocidad del proceso total en contacto con el disolvente; aun asi, la
disolucion del soluto en el disolvente en el interior del sélido puede ser un
simple proceso fisico de disolucién o una verdadera reaccion quimica

que libera al soluto para la disolucion. El conocimiento del proceso de
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disolucién es bastante limitado y el mecanismo puede ser diferente en

cada caso (K1).

La velocidad de difusion del soluto a través del sdlido, y la del
disolvente hasta la superficie del solido suelen ser la resistencia que
controla el proceso global de lixiviacion y dependen de diversos factores.
Si el sdlido esta constituido por una estructura inerte porosa, con el
soluto y el disolvente localizados en los poros del sélido, la difusion a
través del solido poroso se puede describir como una difusividad
efectiva. Se requieren entonces, la fraccidon de espacios huecos y la
sinuosidad, segun se estudié en la seccion 6.5C para la difusion en

solidos porosos.

En sustancias biologicas o naturales hay complejidades
adicionales debido a la presencia de células. En la lixiviacion de
rebanadas delgadas de remolacha de azucar el proceso mecanico previo
rompe, mas o menos, una quinta parte de las células. Entonces la
lixiviacion del azucar es similar a un proceso de lavado (Y1). En las
células restantes, el azucar se difunde al exterior a través de las paredes
celulares. El resultado neto de ambos procesos de transferencia no

sigue una ley de difusion simple con difusividad efectiva constante.

En el caso de la soya, los granos enteros no se pueden lixiviar con
eficacia. La trituracién con rodillos para obtener escamas pequefas de
los granos rompe las paredes celulares, por lo que el disolvente penetra
con mayor facilidad por acciéon capilar. La velocidad de difusion del

soluto de aceite de soya desde las escamas de soya, impide una

38



interpretacion simple. Cierto método (O;) para disenar extractores a gran

escala se basa en experimentos de laboratorio con escamas.

La resistencia a la transferencia de masa del soluto desde la
superficie solida hasta el disolvente general, suele ser bastante pequefia
en comparacion con la resistencia a la difusion dentro del propol externo

no produce efectos apreciables sobre la velocidad de extraccion (Os, Y1).

2.3.3 Métodos de extraccion de oleorresinas:

Antes de empezar un proceso extractivo en una escala piloto o
industrial, se debe definir la selectividad del solvente a ser usado en el
proceso. Dependiendo del propdsito al que se destine, se puede obtener
un extracto cuya composiciéon quimicos de la planta, o un extracto que
contiene solamente constituyentes quimicos con una determinada
caracteristica. En el primer caso, normalmente se usa un solvente de
naturaleza general, de alta polaridad, como el alcohol etilico o el metanol.
En el segundo caso se emplea un solvente selectivo, de menor
polaridad, como el hexano que solo extrae de la planta las grasas
vegetales y otros componentes apolares. La seleccion del solvente de
extracciéon, asi como la permanencia en la composicion quimica de la
materia vegetal, representan dos aspectos de suma importancia en
cualquier proceso de fabricacion, bien sea de productos fitoterapéuticos

o bien sea de sustancias naturales aisladas.

La materia prima vegetal en la industria de fitofarmacos esta

representada, en la mayoria de las ocasiones, por la materia prima seca.
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De esta manera, cuando la materia prima se pone en contacto con el
solvente se inicia un proceso opuesto al proceso de secado que tiende a
reconstituir 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 el proceso extractivo. La penetracion del
solvente en la célula induce un momento bipolar en las moléculas de los
compuestos que van a ser extraidos. Es de esta manera como las
sustancias extraibles se adhieren a las moléculas del solvente. La
capacidad de asociacién puede expresarse en términos de la constante
dieléctrica (¢). Cuanto mas polar sea un solvente mayor sera su
respectiva constante dieléctrica. Compuestos ionizables y/o altamente
polares se disuelven en solventes de elevada constante dieléctrica; al
igual que compuestos apolares se disolveran en solventes de baja

constante dieléctrica.

La salida del complejo “materia prima-solvente”, en el caso de
células enteras, depende del equilibrio entre la concentracion de este
complejo en el interior y en el exterior de la célula. Los proceso
extractivos interfieren en la constante de equilibrio desplazandola hacia

el exterior de la célula.

2.4 Definicion de Variables

241 Variables del proceso extractivo:

Las variables que interfieren en el proceso de extraccion,

independiente de la escala de produccion o del tipo de producto final,
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son: el estado de division de la materia prima, la agitacion, la

temperatura, el pH, la naturaleza del solvente y el tiempo de extraccion.

La capacidad de una mezcla de solventes de inducir un momento
bipolar puede ser calculada. La constante dieléctrica del sistema
depende de la constante de cada uno de ellos y de su respectivo
porcentaje en la mezcla. Siendo asi se puede calcular la constante

dieléctrica del sistema a través de la férmula:

0 0, 0,
o del sistema = Z AX%A+ & Bx%B + ... 2 mx%n [Ec. No. 1]

100

Los solventes mas usados en las industrias de productos
fitoterapéuticos son el agua, el alcohol etilico, la glicerina, el propilenglicol

y mezclas de estos liquidos.

En la industria de aislamiento de productos naturales puros, los
solventes mas utilizados son los hidrocarburos, los hidrocarburos

clorados, los alcoholes, los ésteres, los éteres, las cetonas y los aceites.

En el proceso de escogencia de un solvente determinado es
necesario considerar aspectos relacionados con la seguridad y los
riesgos en cuanto a una posible contaminacion ambiental. Sin embargo,
el aspecto mas importante a ser considerado es el grado de toxicidad del
solvente. En el supuesto caso en que parte del solvente permanezca en
el producto acabado, el solvente debe ser aprobado por el érgano

nacional responsable del registro del producto fitoterapéutico. Por esta
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razon, los productos fitoterapéuticos son elaborados, principalmente, con

mezclas hidro-alcohdlicas.

En el caso de aislamiento de productos naturales puros, pueden
usarse otros solventes organicos, incluso mezclas azeotrépicas. Estas
mezclas mantienen la misma concentracién 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 ebullicion es mas
alto, por lo cual pueden ser usados en procesos extractivos, incluso del
tipo Soxhlet, ya que no se presenta la separacion de los componentes de

la mezcla.

El agua utilizada en los proceso extractivos no necesita ser
desmineralizada o destilada, puesto que la materia prima vegetal
contiene sustancias minerales en diferentes concentraciones. Por
consiguiente, es suficiente que el agua pase por las pruebas que la
clasifican apta para el consumo humano, es decir que sea potable, y sera
utilizada siempre y cuando no posea dureza excesiva y tenga pureza

microbiolégica compatible.

Durante el proceso de extraccion ocurren dos fendmenos
paralelos: la lixiviacidn de las sustancias solubles de células rotas y la
disolucidon y difusion de las sustancias solubles de células intactas.
Mientras la lixiviacién de las sustancias de las células rotas es rapida, 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

42



tres etapas: la penetracién del solvente en la célula, la disolucion de las
sustancias extraibles y la difusion de la solucién fuera de la célula

vegetal.

2411 Estado de divisidn de la materia prima

Tedricamente, la eficiencia del proceso extractivo seria mayor
cuanto menor sea el tamano de las particulas, ya que asi se obtiene una
mayor area de contacto con el solvente. En la practica, la presencia de
particulas muy finas dificulta los procesos de percolacion, pues se
presenta compactacion y formacion de falsas vias, y los procesos de
maceracion, en donde las particulas pasan al extracto, haciendo
necesaria la realizacion de la etapa adicional de filtracion, la cual no

siempre es de facil ejecucion.

Por otro lado, la penetracién del solvente en fragmentos mayores
de la materia prima es lenta y la salida de las sustancias extraibles es
dificil. ~ Por esta razon, se recomienda la utilizacion de polvos

moderadamente gruesos para la gran mayoria de las materias primas.

241.2 Agitacion

La eficiencia del proceso extractivo es funcion del equilibrio de
saturacion del solvente. La agitacidon hace que nuevas cantidades de
solvente, pobre en las sustancias extraibles, entren en contacto con el
sélido y un nuevo punto de equilibrio de saturacién sea alcanzado. El

movimiento del liquido, con ayuda de bombas para la recirculacion del
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solvente o agitadores mecanicos, desplaza el equilibrio en el sentido de

la saturacién del solvente, aumentando la eficiencia del proceso.

2413 Temperatura

La disolucion de las sustancias extraibles es facilitada por el
aumento de la temperatura; de la misma manera que la agitacion, la
temperatura contribuye al desplazamiento de la constante de equilibrio
de saturacién y aumenta la eficiencia del proceso. Sin embargo, muchos
principios activos son termolabiles y pueden ser destruidos, total o
parcialmente, a temperaturas elevadas. El aumento de la temperatura
también puede causar la pérdida de sustancias volatiles, como por

ejemplo, los componentes de aceites esenciales.

2414 pH

El pH influye en la solubilidad de diversos compuestos ya que
permite la posibilidad de formacion de sales. La obtencidén de alcaloides
constituye un ejemplo clasico de la influencia del pH en el proceso de
extraccién. La extraccion de alcaloides con solventes organicos de baja
polaridad exige un pre-tratamiento con soluciones alcalinas, buscando
con esto liberar los alcaloides de sus sales y, asi, volverlos solubles en el
solvente organico. En el caso de extraccion de alcaloides con soluciones
acuosas es necesario un pH acido, buscando con esto la conversién de

los alcaloides en sus respectivas sales, solubles en agua.
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2415 Naturaleza del solvente

Dependiendo de la finalidad deseada, el solvente utilizado extrae,
selectivamente o no, cierta clase de compuestos. Entre los solventes
generales, los mas utilizados son los alcoholes alifaticos de hasta 3
carbonos o mezclas de éstos con el agua. Estos solventes logran extraer
la gran mayoria de las sustancias naturales de interés como los
alcaloides, los flavonoides, los glicosidos cardioténicos y los terpenos.
Debido a su poder extractivo, estos solventes son los indicados pera los
casos en que los constituyentes activos de las plantas no son bien
conocidos, siendo necesario agotar completamente la materia prima. El
alcohol etilico y sus mezclas con agua es el solvente por excelencia para
la obtencion de extractos y tinturas. Cuando no existen estudios
especificos, se recomienda utilizar la mezcla de alcohol: agua 7:3 6 8:2
para la extraccion de las partes lefiosas de la planta, raices y semillas,
mientras la proporcion de 1:1 es recomendada para extraer las hojas o
las partes aéreas verdes, ya que en esta concentracidn se evita la
extraccion de la clorofila y de las sustancias polimerizadas o resinoides
que, generalmente, no presentan actividad terapéutica, pero complican
las etapas siguientes de purificacién, por el hecho de presentar

precipitados viscosos.

241.6 Tiempo de Extraccién

El tiempo de extraccion se determina experimentalmente en

funcién del solvente y del equipo seleccionado. Esta variable es

resultante de todos los factores mencionados previamente. El tiempo de
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extraccion debe ser suficiente para permitir la separacion de los
compuestos de interés, aunque se debe prestar cuidad para que no sea
excesivo. Prolongar el tiempo de extraccion mas alla del estrictamente
necesario, no influye en el proceso negativamente, pero si influye en los
costos del consumo de energia y de mano de obra no necesaria, lo que

acarrea un encarecimiento del proceso industrial.

24.2 Procesos de extraccion

Los procesos de extraccion varian en funcion de la escala de
produccion, de la naturaleza y calidad de la materia prima y de la
naturaleza del solvente. Los procesos de extraccion pueden ser

divididos en dos grupos:

- Procesos que dan como resultado un equilibrio de Ia
concentracion entre el soluto y el resido.

- Procesos que agotan completamente la materia prima.

Los procesos que dan como resultado un equilibrio de la
concentracion son la maceracion y la maceracion dinamica. Los
procesos que agotan completamente la materia prima son: la

percolacion, la repercolacion y la extraccion en contra corriente.

Los procesos de maceracion y de percolacion estan descritos en
la mayoria de las farmacopeas. La primera edicién de la Farmacopea
Brasilefia describe cuatro procesos generales de preparacion de

extractos. Todas las farmacopeas especifican el solvente, la relacion
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entre la materia prima y el solvente, y la técnica a ser utilizada. Las
descripciones precisas de la técnica eran la garantia de la calidad del
extracto en una época en que pocos constituyentes activos de las
materias primas eran conocidos y las técnicas analiticas eran menos
sofisticadas. = Modernamente, los extractos se caracterizan por el
contenido de sus constituyentes activos, determinacion del residuo seco

y del contenido alcohdlico, no detallandose el proceso de su obtencién.

2421 Maceracion

El proceso de maceracién consiste en poner en contacto la
materia prima y el solvente, durante cierto tiempo. Se trata de un
proceso que da como resultado un equilibrio de concentracion entre la
materia prima y el solvente, y depende de factores que estan unidos a la
materia prima, como por ejemplo, su naturaleza, el tamafio de particula,
su contenido de humedad y cantidad y factores que estan relacionados
con el solvente, como por ejemplo, la selectividad y la cantidad. El
rendimiento del extracto disminuye cuando la relacibn materia
prima/solvente aumenta. EIl hinchamiento de la materia prima es factor
importante, porque aumenta la permeabilidad de la pared celular y la
difusion del solvente. La velocidad con que se obtiene el equilibrio esta
en funcién del tamafio de particula de la materia prima molida, asi como,
del grado de hinchamiento de las células y de las propiedades del

solvente, como por ejemplo, su viscosidad y polaridad.

El proceso clasico de maceracién consiste en dejar la materia

prima en contacto con el solvente durante varios dias, con agitacion
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ocasional. Este proceso, también conocido como maceracién simple o
estatica, es sumamente lento. Para abreviar el tiempo de operacion, la
materia prima y el solvente deben mantenerse en movimiento constante.
Este procedimiento es conocido como maceraciéon dinamica. Tanto la
maceracion simple como la maceracion dinamica pueden ser ejecutadas
a una temperatura ambiente o a temperaturas mas elevadas. En este

ultimo caso el procedimiento es conocido como digestion.

Las grandes desventajas del proceso de maceracion son la
lentitud del proceso y el hecho de no ser posible alcanzar la extraccion
completa de la materia prima. Para disminuir las pérdidas del extracto en
el residuo de la extraccion, la operacion de maceracion (estatica o
dinamica) puede repetirse dos o tres veces. Después de haber escurrido
el solvente de la extraccion anterior. Este procedimiento disminuye la
cantidad de extracto retenido en el residuo, pero aumenta la cantidad de
solvente a ser recuperado. Este inconveniente puede superarse,
adoptandose el esquema de procesamiento en serie, conforme es

descrito para la percolacién.
La presencia o ausencia de turbulencia en un recipiente agitado

mediante un impulsor se puede correlacionar con un numero de

Reynolds del impulsor, que se define como sigue:

D2N
Ny = 2% [Ec.No.2]
7
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Donde N = velocidad de rotacién, r/s; D, = diametro del agitador,
m (ft); p = densidad del fluido, kg/m® (Ib/ft> ); y u = viscosidad, Pa's
[Ib/(fts)]. El flujo en el tanque es turbulento cuando Ngre €s mayor de
10000. Asi pues, la viscosidad, por si sola, no constituye una indicacion
valida del tipo de flujo que se puede esperar. Entre numeros de
Reynolds de 10000 y, aproximadamente, 10, en el agitador y laminar en
las partes mas alejadas del recipiente cuando el numero de Reynolds es

menor a 10, el flujo sélo es laminar.

No sélo se relaciona con el numero de Reynolds del impulsor este
tipo de flujo, sino también algunas caracteristicas de rendimiento del
proceso, como el tiempo de mezclado, la capacidad de bombeo del
agitador, el consumo de energia del impulsor y los coeficientes de
transferencia de calor y masa, que se pueden correlacionar con ese

grupo adimensional.

Durante el movimiento del fluido en un recipiente se producen
varios fendmenos que pueden ser utilizados para mejorar el rendimiento

global del proceso.

1. Se desarrollan esfuerzos cortantes en un fluido cuando una
capa de fluido se desplaza con mayor o menor rapidez que
otra capa adyacente o una superficie solida. En flujo laminar,
el esfuerzo (la tensién) es igual al producto de la viscosidad
del fluido y el gradiente de velocidad o esfuerzo cortante. En
condiciones de flujo laminar. Las fuerzas cortantes son

mayores que las de inercia en el fluido.  Con flujo turbulento,
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el esfuerzo cortante también se produce como consecuencia
de la formacion de turbulencias (de remolinos) aleatorias y
transitorias, incluyendo los remolinos de gran tamafio, que se
descomponen en pequefas turbulencias o fluctuaciones. El
tamafo de los grandes remolinos depende del tamafo del
recipiente. Por otra parte, los pequefios remolinos, que
disipan energia principalmente a través del rozamiento
viscoso, son casi independientes del tamano del agitador y del
tanque. EIl esfuerzo cortante en el fluido es mucho mayor
cerca del impulsor que junto a la pared del tanque. La
diferencia es mas acentuada en los tanques de mayor tamaro

que en los pequenos.

Se desarrollan fuerzas de inercia cuando un fluido cambia de
direccién o de velocidad. Con flujo turbulento, las fuerzas de
inercia son mayores que las de viscosidad. El fluido en
movimiento tiende a seguir desplazandose, hasta que se
encuentra con una superficie sélida u otro fluido que se mueva
en una direccion diferente. Se desarrollan tensiones durante la
transferencia de cantidad de movimiento que tiene lugar. Las
fuerzas que actuan sobre las palas de los impulsores fluctuan
de una manera aleatoria, en relacion con la escala y la

intensidad de la turbulencia en el impulsor.

El area interfacial entre gases vy liquidos, liquidos inmiscibles y

soélidos vy liquidos, se pueden ampliar o reducir mediante esas
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fuerzas de viscosidad y de inercia cuando interactuan con

fuerzas interfaciales, como la tension superficial.

4. Las diferencias de concentracion y de temperatura se reducen
mediante un flujo masico o circulacién volumétrica dentro del
recipiente. Las regiones de fluido de diferente composicion o
temperatura se reducen en espesor mediante un movimiento
masico, en el que existen gradientes de velocidad. Este
proceso se denomina difusién masica o de Taylor. La difusion
turbulenta y molecular reducen la diferencia entre estas
regiones. Con flujo laminar, la difusion de Taylor y la molecular
son los mecanismos de reduccion de las diferencias de

concentracion y de temperatura.

5. Las concentraciones de equilibrio, que tienden a desarrollarse
en la interfase sodlido-liquido, gas-liquido o liquido-liquido, se
desplazan o modifican debido a la difusion molecular vy
turbulenta entre la masa de fluido y el fluido adyacente a la
interfase. El movimiento masivo (difusion de Taylor) contribuye

también a este mecanismo de transferencia de masa.

Este proceso es bastante utilizado para las preparaciones en
pequeia escala; el uso industrial de la maceracion se limita a la
fabricacion de extractos a partir de materias primas vegetales ricas en
mucilagos. Las materias primas que contienen mucilagos se hinchan, de
manera tal que pueden aumentar hasta en 4 veces su volumen original y

dificultan el paso del solvente, o que contraindica el uso de procesos de
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percolacién o extraccion en contracorriente. La etapa final del proceso
es el prensado o la centrifugacion del residuo para la recuperacion de la

parte del extracto retenido en él.

2422 Percolacion

La percolacidén consiste en hacer pasar el solvente a través de la
materia prima, hasta su extraccion exhaustiva completa. La percolacion
simple, comprende la extraccion exhaustiva de la materia prima con el
solvente siempre renovado. En pequefa escala, la percolacion se realiza
en aparatos, denominados percoladores, de cuerpo cilindrico o cénico,
provistos de un grifo en la parte inferior, para regular el flujo del solvente.
Segun la Farmacopea Alemana, la capa de materia prima debe ser igual

a 5 veces el diametro medio del equipo.

La percolaciéon, en pequefia escala o en escala industrial,
comprende una etapa preliminar de humedecimiento de la materia prima,
fuera del cuerpo del percolador. Este procedimiento tiene como objetivo
aumentar el contacto, facilitando el paso del solvente y no permitiendo la
formacion de falsas vias, que perjudican la eficiencia del proceso. El
humedecimiento de la materia prima aumenta la porosidad de la pared
celular y facilita la difusidon de las sustancias extraibles hacia el exterior
de las células. El humedecimiento debe ser realizado fuera del
percolador, ya que la materia prima puede hincharse excesivamente,
principalmente cuando el solvente es acuoso, y comprimirse contra las

paredes del percolador, no permitiendo el paso del solvente.
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La percolacion simple presenta, como desventaja, el alto consumo
de solvente. Por esta razén, en condiciones industriales, es preferible
usar la técnica de la repercolacion. La repercolacion consiste en hacer
recircular el mismo solvente a través de la materia prima, por medio de
bombas. Este procedimiento aumenta el tiempo de contacto de la
materia prima con el solvente y aumenta la eficiencia del proceso. En la
repercolacion se utiliza una bateria de percoladores y los extractos
menos ricos en sustancias extraibles son utilizados para extraer nuevas

porciones de la materia prima.

2423 Lixiviacion con unidad de extraccion tipo Soxhlet

Este es un método de extraccion sélido-liquido que hace uso del
extractor Soxhlet. Este extractor consta de cuatro partes o unidades
principales, siendo estas: condensador, unidad de extraccion, matraz y
dedal; adicionalmente se necesitan mangueras y plancha de

calentamiento.

Para realizar una extraccion Soxhlet se coloca una cantidad de
materia prima seca en el dedal de celulosa, seguidamente se deposita en
la unidad de extraccion y se adapta al matraz que contiene el solvente
que separara las fracciones solubles, cuando este solvente llegue a su
punto de ebullicién, formara vapor que ascendera por la pared interna del

extractor.

En la parte superior de la unidad de extraccion, se conecta el

condensador, con su respectiva entrada y salida de agua, cuyo flujo sera
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en contracorriente. Esta parte del extractor Soxhlet permitira que el
vapor que sube por la pared de la unidad de extraccion cambie de fase
logrando con esto que caiga a la muestra de cardamomo en forma de
gota. EIl dedal debera llenarse con el solvente que ha sido condensado
hasta que alcance la altura del siféon en el extractor, luego sera devuelto

al matraz para empezar nuevamente el ciclo de extraccion.

El procedimiento correcto para realizar extracciones con el aparato

soxhlet es el siguiente:

Se lava y seca cada una de las partes del equipo.
Se coloca el dedal con la muestra en el aparato soxhlet.

Se arma el equipo.

0N~

Se deja al equipo extraer durante 2 horas.

243 Solventes

Debido a que la naturaleza de la oleorresina es determinada por el
solvente utilizado para su extraccion, es de necesario realizar una
revision de los solventes utilizados para este fin. Estos pueden ser

divididos en tres categorias:

2431 Solventes polares: contiene grupos hidroxi- o
carboxi- Estos son relativamente reactivos
quimicamente, una alta constante dieléctrica y es

miscible con agua. Por ejemplo alcoholes y acetona.
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24.3.2 Solventes no polares: son quimicamente inertes,
tienen constantes dieléctricas bajas y son

generalmente inmiscibles con agua.

2.4.3.3 Hidrocarburos clorados: Que son solventes con

bajos puntos de ebullicion e inmiscibles en agua.

En el manejo de volumenes altos de solventes, que es inherente
con la produccion comercial de oleorresinas, la toxicidad e inflamabilidad
son de mayor importancia, particularmente si hay algun riesgo de una
acumulacion de vapores en las areas de proceso. Los solventes clorados
no inflamables tienen muchas ventajas en este aspecto, sin embargo son,
generalmente, mas toxicos. Los operarios deben de estar al tanto de este
riesgo a la salud en caso de una fuga de vapor en el sistema de

extraccion.

En los vegetales y las especies, el sabor es compuesto por
componentes volatiles y no volatiles. Muchos de estos constituyentes son
hidrofébicos y son extraidos de mejor manera con solventes no polares
como hidrocarburos; pero otros son hidrofilicos, estos son extraidos de
mejor manera con solventes polares como la acetona. Tomando en
cuenta la naturaleza de los metabolitos de la especia, se puede determinar
cual es el solvente que dara el mejor rendimiento de los metabolitos
secundarios. Los solventes polares disuelven una mayor variedad de
sustancias que los solventes no polares. Los solventes utilizados
comunmente son acetona y etanol, ya que extraen una mayor cantidad de

metabolitos; pero debido a que son altamente inflamables y deben de
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trabajarse en plantas especialmente disefiadas a prueba de chispas. El
hexano es un solvente muy eficiente para la extraccion de aceites
esenciales y otros componentes que no sean de naturaleza hidrofilica, sin

embargo es altamente inflamable y representa un gran riesgo de incendio.

En la actualidad las oleorresinas son extraidas por hidrocarburos
clorados, tales como el bicloruro de metileno. Algunas de las mayores
ventajas de este solvente es el bajo riesgo de incendio debido a la poca
inflamabilidad del solvente, debido al bajo punto de ebullicibn es mas

sencilla la remocion de este en el extracto.
2.5 Preliminares para un estudio de obtencion de oleorresinas.
2.5.1 Naturaleza del material vegetal:

La materia prima empleada en la extraccidon de los aceites
esenciales se clasifica de la siguiente manera:
1. Semillas y frutos
2. Hierbas y hojas
3. Flores y pétalos
4

Racimos y Rizomas

Generalmente, las semillas, frutos, racimos y rizomas no se

degradan pasado el almacenamiento.

Las hierbas, hojas y flores para el corte no prevenido entre el

almacenamiento y conservacion se degradan y es necesario un periodo
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corto en la recoleccidn y el proceso de obtencion del aceite sea de diez a
treinta horas. Ciertas materias vegetales se les debe reducir el tamafo y
asi favorecer la obtencion del aceite siendo necesario la existencia de

molinos y cortadoras.

2.5.2 Tamano de la particula:

La materia prima que se emplea con mas frecuencia en la

extraccion del aceite se presenta bajo la forma de sélidos.

Para aumentar la superficie de contacto y obtener la forma mas
apta de reaccion, la operacion preliminar a la extraccion es generalmente

la trituracion.

Se debe emplear el seccionamiento que consiste en la division de
los solidos por medio de cortadoras y luego empleando una banda de

cuchillas.

También se debe emplear el proceso de percusion cuyo efecto de

rompimiento se realiza por golpes bruscos de martillos.

Luego se debe de realizar un proceso de cribado o tamizado, que
es la separacion de una mezcla compuesta por solidos de diversos
tamafos de grano en dos 0 mas porciones mediante una superficie tamiz
que actua como separador de tipo “aceptaciéon y rechazo”, de tal manera
que las porciones finales originadas en la separacion estén constituidas

por granos de tamafio mas uniforme que en la mezcla original.
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El material que permanece sobre la superficie de un tamiz
determinado se denomina material superior; el material que atraviesa la
superficie de tamiz se denomina material inferior; y el material que pasa
por una superficie tamizadora pero queda retenido por la de siguiente

tamano se denomina material intermedio.

La superficie de tamiz puede ser de tela de alambre, seda o
plastico, placas horadadas o perforadas, rejas de barras o secciones de

alambre de cuna.

Las telas de alambre se especifican, en general, mediante la
‘malla”, que es el numero de aberturas por pulgada lineal, a contar a
partir del centro de cualquier alambre hasta un punto situado
exactamente a 25,4 mm (1 pulgada) de distancia; también mediante la
abertura especificada en pulgadas o milimetros, que es el espacio libre
entre los alambres. La malla se emplea en general para las telas de
malla 2 y mas finas y la abertura libre para las telas espaciadas con
aberturas de 12,7 mm (1/2 pulgada) o mayores. El paso, o tamafio de
abertura de la malla, es el espacio libre minimo entre los bordes de la
abertura en la superficie del tamiz y se expresa, por lo general, en
pulgadas o milimetros. El area abierta de una malla es el porcentaje de

aberturas reales respecto del area superficial total.
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2.5.3 Técnicas de la recoleccién, secado y conservacion de las plantas:

El hecho de separar, cortando o partiendo, una seccién del cuerpo
vegetal, a ser posible por medio de una navaja bien afilada o, en el caso
de un vegetal lefioso, con unas tijeras de jardinero, produce cierto
numero de transformaciones bioloégicas en la parte separada. Las
células vegetales empiezan a marchitarse. Al separar la parte aérea de
su raiz se provoca ante todo la interrupcion del flujo alimenti9cio y de
transpiracidon: ascension del agua hasta las células, transportando los
nutrimientos que lleva disueltos. Si la planta no es inmediatamente
extendida al aire en finas capas, corre el peligro de estropearse. Las
enzimas que contiene, y que antes favorecian la formacion de materias
activas. Empiezan ahora a descomponerla. En el organismo vegetal las
anteriores reacciones de degradacion, y el producto se transforma desde
el punto de vista quimico. Una incorrecta forma de secado aumenta aun
mas la cantidad de productos de degradacion sin valor terapéutico

perdiendo asi el principio activo su calidad.

Las materias primas vegetales, en funcion de su naturaleza y de
su aplicacién terapéutica, deben sufrir ciertos tratamientos quimicos o
mecanicos. Estos tratamientos comprenden: la forma de recoleccion o
de recogida, el secado, el descortezado, el picado, la eliminacion de
algunas partes, la molienda, el tamizado, la trituracion, el tueste y hasta
la fermentacion. Cada uno de dichos procedimientos busca la obtencion
de una cierta estabilizacion de las substancias activas contenidas en la

planta.
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El secado de las plantas en general como las medicinales, las
especies y las plantas de uso técnico-industrial, debe ser realizado por el
productor o por el propio recolector. Se determina la época de la
recoleccion, tanto de las plantas silvestres como de las cultivadas, en
funcién del contenido de materias activas a lo largo de su ciclo
vegetativo. En general deberan ponerse a secar las plantas lo mas
rapidamente posible tras su recogida, para evitar asi que se requemen al
marchitarse. Normalmente, no se aconseja el secado a pleno sol, pues
los rayos solares producen una pérdida de materias activas, un amarilleo
con un rapido oscurecimiento de los vegetales y una alteracién de su
valor medicinal o aromatico. Las plantas recogidas por sus aceites
esenciales pierden asi hasta un tedrico de sus materias activas. Sin
embargo se recomienda, en algunos casos excepcionales, practicar un
corto secado previo al sol, para a continuacion situar la cosecha en el
interior, con una buena corriente de aire, incluso en ocasiones poniendo

las plantas ante un ventilador.

En realidad secar una planta no es mas que retirarle
progresivamente su humedad. A menudo sera necesario, antes de
practicar el secado, regar la cosecha con agua, para eliminar de esa
forma el polvo y las impurezas, las particulas de tierra, etc. También
puede efectuarse la ultima fase en un secadero, junto a una fuente de

calor artificial.
El secado debe durar hasta la obtencidn de una consistencia

perfectamente fiable: hasta las partes relativamente duras deben ser

faciles de partir al curvarlas. Una excesiva desecacion provoca sin

60



embargo la pulverizacion de las plantas y acarrea la pérdida de sus
materias activas. Por el contrario, si su humedad residual permanece
alta, se corre siempre el peligro de verlas pudrirse o enmohecerse
durante su conservacion. En verano, en lugares cerrados, con el calor
natura, las flores se secan en 3-8 dias, las hojas en 4-6 dias por término
medio; en otofio y primavera hay que prever bastante mas tiempo. No es
recomendable secar las plantas colocandolas encima de un radiador; es

preferible valerse de un pequeno secador eléctrico con termostato.

No es aceptable extender los productos directamente sobre el
suelo para su secado; no se utilizara nunca papel de periédico como

soporte, sino papel blanco de envolver que esté bien limpio.

2.5.4 Deterioro a que estan expuestas las oleorresinas:

Generalmente el deterioro es atribuido a reacciones generales
como: oxidacion, resinificacion, polimerizacion, hidrélisis de esteres y a la
interaccidon de grupos funcionales. Estos procesos parecen estar
activados por calor, aire, humedad, luz y en algunos casos posiblemente

por metales.

Como regla general, cualquier oleorresina sera tratada antes de
almacenarlo, removiéndole impurezas metdlicas, humedad y materia
suspendida. Los envases deben quedar completamente llenos,
colocandose en un lugar fresco y protegido de la luz. Antes de sellar los

recipientes es conveniente burbujear nitrégeno o anhidrido carbdnico
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para desalojar del envase la camara de aire que pudiera haber quedado

dentro de la oleorresina.

2.6 Industrializacion de las plantas aromaticas:

Las plantas aromaticas han sido utilizadas, durante siglos, en

culinaria, perfumeria, como medicamentos. Las plantas aromaticas son

usadas:

o Directamente en culinaria, en su forma de plantas secas,
especias y condimentos.

. En los productos de higiene y tocador, como componentes
de formulaciones, o como materia prima para el aislamiento
de compuestos aromaticos de interés.

o En la industria de alimentos, como agentes saborizantes.

. En medicina humana y veterinaria, como componentes de
formulaciones farmacéuticas.

o En agricultura, como pesticidas y repelentes de insectos, y

. Como agentes antibacterianos y anti fungicos.

Los principales productos obtenidos de plantas aromaticas son
aceites esenciales, oleorresinas (obtenidas principalmente de especias),

concretos, absolutos, extractos y tinturas.
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2.7 Materia prima

2.7.1 Cultivo de plantas medicinales

El establecimiento de un cultivo de plantas medicinales se

recomienda cuando:

o Existen pocas plantas nativas.
o Las plantas nativas tienen una distribucion muy dispersa.
. Las plantas nativas son inaccesibles (recoleccion de plantas

en areas montafosas y geograficamente muy accidentadas

o recoleccién de hojas de arboles muy altos).

. Hay necesidad de mejorar el contenido de los principios
activos.
o Solamente una especie presenta alto contenido de

constituyentes de interés.

. El cultivo produce una mayor productividad y mayor
contenido de los constituyentes de la planta debido a las
buenas practicas de agricultura, mejores condiciones del
suelo y mejores condiciones del suelo y mejor control de
plagas y las enfermedades.

o El cultivo permite un mejor y mas rapido procesamiento de
la planta recolectada, como el secado y el empaque, o
cuando las primeras etapas de la extraccion deben hacerse
en el lugar de recoleccion.

. Existe una gran demanda en el mercado.
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El establecimiento de un cultivo de plantas medicinales puede
involucrar la domesticacion de las especies nativas de la region que
tienen uso en la medicina popular y que poseen una accion
farmacolégica confirmada en estudios cientificos, puede involucrar
también, la introduccion y la aclimatacion de plantas exéticas, con accion
otros continentes. En ambos casos, la experimentacion agrondémica
debe acompafarse de un estudio fotoquimico. El seguimiento
fotoquimico tiene como base el andlisis cualitativo y cuantitativo de los

principios activos de la planta y la deteccion de sustancias indeseables.

Las plantas medicinales se diferencian de los demas productos
agricolas. Mientras en un cultivo tradicional de plantas alimenticias la
productividad es medida por la cantidad producida en una determinada
area, en un cultivo de plantas medicinales lo mas importante es la
cantidad de principios activos presentes en la planta, o sea que la
productividad es medida multiplicando la cantidad de materia vegetal
producido por el contenido de los principios activos y expresando el
resultado en cantidad de principios activos producidos por unidad de

area.

2.7.2 Recoleccion

Para cada planta medicinal existe un momento adecuado para
realizar su recoleccién. La determinacién de los principios activos
permite establecer con exactitud el tiempo correcto de la recoleccidon. Sin
embargo, para las plantas cuyos principios activos todavia no se

conocen, pueden aplicarse algunas reglas generales.
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Las plantas herbaceas y las hojas deben recolectarse cuando se
inicia la floracion. Algunas plantas permiten mas de un corte. A veces
cuando hay periodos secos y lluviosos muy definidos, la recoleccion de
hojas se hace durante el periodo seco, lo que permite que la planta se
regenere durante el periodo seco, lo que permite que la planta se

regenere durante el periodo de lluvias.

Los periodos de sequia y de lluvia influyen en el contenido de los
principios activos. Por ejemplo, el contenido de los alcaloides disminuye
después de las lluvias y el de los aceites esenciales aumenta. El
contenido de los aceites esenciales disminuye después de la época
seca. EIl contenido de los principios activos varia segun el periodo del
dia. En general, los glucésidos alcanzan su mayor concentracion en la
tarde, mientras los aceites esenciales alcanzan su maxima concentracion
alrededor el mediodia, a excepcion de la manzanilla (Matricaria recutita),
que alcanza durante la noche la maxima concentracion y una calidad

mejor de su aceite esencial.

2.7.3 Procesamiento post-cosecha

El procesamiento post-cosecha tiene como objetivo la
conservacion de las caracteristicas fisicas, quimicas, organolépticas y
farmacoldgicas de la materia prima vegetal. Un procesamiento post-
cosecha inadecuado da como resultado una materia prima de baja

calidad, con pérdida de principios activos, asi como un aumento de la
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carga microbiana y una pésima presentacion comercial. Las pérdidas de

principios activos involucran:

o Degradacion por procesos metabalicos

o Hidrdlisis de los compuestos

J Descomposicién por la luz

o Descomposicion enzimatica

o Degradacion de las sustancias termolabiles debido al calor
. Volatilizacion de los aceites esenciales y

o Contaminacion por hongos y bacterias

La etapa mas importante del procesamiento post-cosecha es, sin
duda, el secado. La industria utiliza plantas secas, lo cual facilita su

conservacion por periodos de tiempo prolongados.

El contenido de humedad de las plantas frescas varia de 60% a
80%. El proceso de secado reduce este contenido de 5-12%. Segun el

organo de la planta, las pérdidas de peso durante el secado son:

. Hojas: 20-75%

J Corteza: 40-65%
. Tallo: 30-70%

. Raices: 25-80

. Flores: 15-80%

El secado interrumpe los procesos de degradacion causados por

enzimas o fermentos, impide el desarrollo de microorganismos y las

66



reacciones de oxidacion de hidrdlisis. Sin embargo, como este proceso
involucra calor, pueden presentarse pérdidas de aceites esenciales y de
sustancias volatiles, asi como el riesgo de degradacion de las sustancias
termolabiles. La mayoria de las plantas medicinales pueden ser secadas
a temperaturas que varian entre 30 y 60 °C. Las plantas que contienen
aceites esenciales o sustancias volatiles deben ser secadas a
temperaturas inferiores a 40°C. Debe garantizarse una buena circulacién

de aire para facilitar el proceso de secado.

La manera como va a ser realizado el secado debe determinarse
experimentalmente para cada caso. Un secado lento puede causar
alteraciones perjudiciales antes de que el proceso se haya terminado,
debido a la accidén de enzimas, los hongos y las bacterias. Un proceso
de secado muy rapido endurece la capa superficial de las células e
impide la evaporacion del agua que esta dentro del érgano lo que
propicia la accion de enzimas en su interior, causa la volatilizacién de los
aceites esenciales originando productos con una pésima presentacion

comercial.

El proceso de secado puede ser realizado al sol o a la sombra,
extendiendo la planta en capas finas, en una superficie limpia. Sin
embargo, este proceso no permite tener un control de la temperatura y
debe interrumpirse cuando comienza a anochecer, recogiendo las
plantas y guardandolas en un local cubierto, para impedir la absorcion de
la humedad durante la noche. Los mejores resultados se obtienen

utilizando secadores solares o secadores que operan con aire caliente.
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2.7.4 Almacenamiento

Por grandes que hayan sido los cuidados durante la recoleccion y
el proceso de secado, las plantas pierden principios activos por
degradacion durante el almacenamiento. La conservacion de la materia
prima vegetal por periodos prolongados de tiempo depende de las
condiciones de almacenamiento; las condiciones apropiadas impiden que
el producto tenga contacto con el sol, el polvo, los roedores y los insectos
y otros factores de degradacién impidiendo la pérdida de principios

volatiles.

El material puede ser guardado en sacos de fique o en fardos
prensados. El uso de sacos de plastico debe evitarse porque estos no
permiten una ventilacion apropiada. Los sacos deben etiquetarse y debe
constar en la etiqueta el nombre cientifico de la planta y la parte usada, la
fecha de ingreso, el nombre del proveedor, el origen y la aprobacion

dada por el control de calidad.

El lugar en donde se va a realizar el almacenamiento debe ser
limpio, sin incidencia de la luz solar directa. Los empaques que
contienen las materias primas no deben colocarse directamente en el
suelo, deben ser colocadas en estantes. El recinto debe tener cortinas o
mallas en las ventanas para impedir la entrada de insectos y el lugar
debe poseer buena ventilacion y baja humedad. Se debe impedir la
entrada de aves y se debe eliminar sus nidos y tener precaucion para no

permitir la presencia de roedores.
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2.7.5 Molienda

La molienda tiene como objetivo la disminucion del tamafio de las
particulas de la materia prima vegetal para adecuarla a la etapa siguiente
del proceso de extraccion. La extraccion de una materia prima entera o
dividida en fragmentos gruesos seria incompleta, debido a la pobre
penetracion del solvente en el tejido vegetal, y seria igualmente muy
lenta, una vez que las membranas celulares actian como verdaderas
barreras que dificultan el proceso de extraccion. En el caso de la materia
prima previamente dividida, tales membranas se encuentran
parcialmente destruidas, lo que facilita la disolucion de los constituyentes
celulares en el liquido externo. Sin embargo, la division excesiva, con
formacion de polvos muy finos, puede causar problemas en el transcurso

de la extraccion.

Para aumentar la superficie de contacto y obtener la forma mas
apta de extraccion, la operacion preliminar a la misma es generalmente
la trituracidon. La trituracion expone mas glandulas de aceite esencial
crudo y reduce el grueso del material; esto permite una extraccidn mas
rapida, mayor rendimiento y mejor calidad del aceite esencial crudo, al

mismo tiempo que menor consumo de solvente.

El grado de trituracion para cada planta se debe aprender por
experiencia. Es claro que el material desmenuzado debe ser extraido lo
mas pronto posible para reducir al minimo la pérdida de aceite esencial

crudo por evaporacion.
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Se debe emplear el seccionamiento que consiste en la divisién de
los solidos por medio de cortadoras y luego empleando una banda de
cuchillas. También se puede emplear el proceso de percusion cuyo

efecto de rompimiento se realiza por golpes bruscos de martillos.

La mayor parte del aceite esencial crudo facilmente extraible
proviene de las células que se rompen durante los procesos de
trituracion, coccion, presién y laminado, el cual es obtenido por
disolucién; la fraccion mas dificil de extraer proviene de las células

enteras o parcialmente rotas y es el obtenido por difusion.

2.8 Factores que afectan el rendimiento de obtencién de las

oleorresinas

Entre los factores que intervienen directamente en el rendimiento
de la produccion de aceites esenciales crudos se pueden enumerar los

siguientes:

1. Tipo de materia prima: se refiere a las caracteristicas genéticas de la
planta, ya que existe diferencia aun dentro de las diferentes familias;
ademas la materia prima también esta influida por el lugar y la época
de produccién, por la maduracion o edad de la planta, de las hojas y

por la limpieza en el corte, enfermedades de la planta, etc.

70



2. Tiempo de secado: dependiendo de este tiempo de secado, la planta
tendra mas o menos cantidad de agua por lo que el rendimiento se ve

influido.

3. Tamano de particula: el area de transferencia y la cantidad de
compartimientos abiertos depende de ese factor, asi como el flujo de

vapor en los métodos de arrastre con vapor.

4. Tiempo de extraccion: se refiere al tiempo del proceso de extraccion,

en el cual el aceite de la planta es extraido gradualmente.

5. Método de extraccion: se refiere al tipo de método utilizado.

6. Caracteristicas del equipo de extraccion: tamafo del equipo, material

de construccion.

7. Caracteristicas de los flujos: se refiere a la cantidad de materia prima
utilizada, el volumen y la pureza del solvente utilizado, la cantidad de

agua o vapor utilizado, su temperatura y presion.
2.9 Caracterizacion de las oleorresinas
El analisis quimico de los extractos de plantas es muy importante
en el control de la calidad. Después de que la identidad del material ha

sido establecida, la investigacién cuantitativa y cualitativa puede

empezarse.
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Este analisis debe envolver preferiblemente alguna clase de
meétodo cromatografico. La calidad del extracto de la planta puede ser
dada como una huella digital en el cromatograma (aceites esenciales
crudos) en el caso de que los componentes principales no sean

conocidos o demasiados complejos.

Entre las propiedades fisicas que se analizan para los aceites
esenciales estan la gravedad especifica, el indice de refraccién,

solubilidad entre otros.

2.9.1 Cromatografia

La cromatografia es una técnica de  separacion
extraordinariamente versatil que presenta distintas variantes. En toda
separacion cromatografica hay dos fases (sélida, liquida o gas) una movil
y otra estacionaria, que se mueven una con respecto de la otra
manteniendo un contacto intimo. La muestra se introduce en la fase
estacionaria y la movil. Los componentes de la mezcla a separar
invierten un tiempo diferente en recorrer cada una de las fases, con lo
que se produce la separacion. Si un componente esta la mayor parte del
tiempo en la fase movil el producto se mueve rapidamente, mientras que
si se encuentra la mayor parte en la fase estacionaria, el producto queda

retenido y su salida es mas lenta.
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Tabla I. Tipos de cromatografia.

TIPO FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL

Liguido-solido Sdlido inerte como gel Disolventes

de silice o alumina

Intercambio i6nico Resina cambiadora Soluciones acuosas

Liquido-liquido Liquido absorbido en un Liquido

soporte solido

Gas-liquido Pelicula de liquido Gas
absorbida sobre un

soporte solido

La mas utilizada en quimica organica es cromatografia liquido-
sélido en sus dos variantes: cromatografia en columna (CC) vy

cromatografia de capa fina (TLC).

2.9.2 Cromatografia en capa fina

La idea y los fundamentos de la utilizacién de un adsorbente
cromatografico dispuesto como una delgada capa sobre un soporte
inerte rigido, son atribuidos a lzmailov y a Shaiber (1938). Estos
investigadores analizaron tinturas farmacéuticas por cromatografia en
capa fina utilizando albumina como adsorbente en una placa de vidrio,
con el objetivo de obtener cromatogramas circulares. En el aino de 1949,
Meinhard y Hall utilizaron una goma para unir una mezcla de celita y
albumina en laminas de microscopio, obteniendo una capa homogénea y

mas fina. Kirchner y sus colaboradores usaron por primera vez un
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desarrollo ascendente, como ya era usando en la cromatografia en
papel. Sin embargo, fueron el trabajo de Stahl y el consecuente
desarrollo de adsorbentes estandarizados comercialmente, los
responsables por el auge vertiginoso del uso de la cromatografia en capa
fina. Stahl publico un excelente libro sobre este tema. Desde entonces,
la cromatografia en capa fina fue aceptada como una técnica analitica
reproducible. Wagner y sus colaboradores elaboraron un libro en el cual

describen el analisis de materias primas vegetales.

La cromatografia en capa fina consiste en la separaciéon de los
componentes de una mezcla a través de la migracion diferencial sobre
una capa fina de adsorbente, retenida sobre una superficie plana. En
esta técnica, una solucion de la muestra que va a ser analizada se aplica
por medio de un tubo capilar sobre la superficie de un adsorbente inerte
(silica, alumina, etc.) distribuido uniformemente sobre una placa de vidrio
o de aluminio. La placa se coloca verticalmente dentro de una camara
previamente saturada con el vapor del eluente adecuado, de tal forma
que la parte inferior de la placa que contiene la muestra entre en
contacto con la fase movil. El eluente va a migrar por capilaridad en la
placa cromatografica, separando por migracion diferencial los diversos
componentes de la mezcla a ser estudiada. Después de que ha
ocurrido, se evapora el eluente y la placa se analiza utilizando luz UV o
luz visible, o aplicando reactivos que dan como resultado reacciones de

coloracion con las sustancias contenidas en la mezcla analizada.

El gran desarrollo de esta técnica se debe a las multiples ventajas

que ella ofrece, entre las cuales podemos citar: su facil comprensién y
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rapida ejecucion, la versatilidad, su reproducibilidad y el bajo costo. El
proceso de separacion esta fundamentado principalmente en una serie
de etapas o equilibrios de adsorcion-desorcion.  Otros tipos de
cromatografia, como la de reparto o la de intercambio iénico, pueden
tener lugar cuando se utilizan fases estacionarias apropiadas. En el
mercado se pueden encontrar diferentes tipos de adsorbentes entre los
cuales se pueden citar: la siicagel (SiO), la celita (tierra de diatomeas),
la alumina (Al;Os3), la celulosa (para cromatografia de reparto) y la
poliamida. También ha sido bastante utilizada la incorporacion de
reactivos a los adsorbentes, con lo cual se busca la separacién de las

sustancias muy relacionadas.

En el mercado podemos encontrar las placas cromatograficas
prefabricadas a un precio relativamente elevado, las cuales no necesitan
de la fase preparatoria y son mas homogéneas y uniformes, facilitando
de esta manera una mejor separacién y haciendo mas reproducibles los
valores de Rf (factor de retencion). El factor de retencion es la medida

de la migracion de una sustancia determinada en un solvente dado.

_ Distancia recorrida por la sus tancia
Distancia recorrida por el solvente [Ec. 4]

Rf

Los siguientes factores causan variaciones en el valor del Rf no
permitiendo que sea un valor absoluto: las variaciones de temperatura
del medio ambiente, el grado de pureza de los solventes utilizados y las
variaciones de homogeneidad de las diferentes placas de capa fina.

Debido a estos factores, el uso de una sustancia de referencia para
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garantizar la identificacion, es muy importante, principalmente cuando se

trata de extractos de plantas.

Las placas cromatograficas pueden ser preparadas en el propio
laboratorio de analisis para disminuir los costos. F.J. de Abreu Matos
describe con lujo de detalles la forma de preparar estas placas, asi como
la técnica de aplicacion de la muestra, la elusién, el revelado y la
observacion de los resultados. Escoger el eluente apropiado es de de
gran importancia para la buena separacién de las sustancias. Este debe
ser seleccionado en funcion de la fase estacionaria empleada y en

funcion de la naturaleza de las sustancias que va a ser separadas.

Las ventajas del uso de la cromatografia en capa fina pueden ser

resumidas de la siguiente manera:

- Se necesita equipo simple y de bajo costo.

- Es facil su comprension y ejecucion.

- Rapidez, reproducibilidad y versatilidad en el analisis

- Utilizacion de una pequefa cantidad de solvente y de la
muestra a ser analizada.

- Posibilidad de revelar las placas con reactivos
cromogeénicos, lo cual hace posible detectar sustancias que
no absorben en la region UV/visible.

- Posibilidad de efectuar separaciones en escala semi-

preparativa.
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2.9.2.1 Analisis cuantitativo en cromatografia en capa fina

Hasta 1987, la principal utilizacién de la cromatografia en capa fina
era basicamente cualitativa o semi-preparativa. El desarrollo de los
densitobmetros modernos permitio la utilizacién de esta técnica para los

analisis cuantitativos.

El densitometro mide el area y la intensidad de las manchas de un
cromatograma en capa fina presentando registros en forma de picos. La
lectura de una placa puede ser llevada a cabo por transmitancia o
reflectancia en la regién ultravioleta y visible o por fluorescencia. Para
cuantificar una sustancia utilizando esta técnica es necesario primero
construir una curva de calibracion con concentraciones conocidas de un

patron de la sustancia que va a ser analizada.

Sustancias incoloras pueden ser cuantificadas, siempre y cuando
se utilicen reactivos cromogénicos, los cuales van a permitir la lectura del
densitometro. En este caso deben tenerse precauciones pues puede
presentarse una distribucién desigual de la coloracion, dependiendo de la
cantidad y de la forma de aplicacion del revelador utilizado, de la
temperatura utilizada durante el calentamiento que puede volatilizar la
muestra y del tiempo empleado entre el revelado y la lectura de la placa.
La presencia de manchas difusas e irregulares puede presentarse
cuando se aplican sustancias en baja concentracion que necesitan de la
aplicacién de un volumen mayor de la solucién que va a ser analizada.

Estos factores pueden afectar la eficiencia de esta técnica.
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Existen otros factores que pueden ocasionar errores en la lectura 'y
estan relacionados con la falta de reproducibilidad de la aplicacion de la
muestra y con variaciones de las condiciones cromatograficas. Entre
estos factores podemos citar: la homogeneidad del adsorbente empleado
o la migracion del solvente de forma irregular. Petrovic y sus
colaboradores en un intento por reducir los posibles errores en el analisis
de los resultados introdujeron un proceso de cuantificacion basado en la
utilizacion de un instrumento de alta precisiéon, llamado analizador de
colores, bastante utilizado en la industria textil el cual muestra mayor

precision, comparado con los densitometros usuales.

Para obtener un producto fitoterapéutico estandarizado y de
calidad debe asegurarse la uniformidad de todos los lotes de su
produccion. Para lograr este objetivo es indispensable que cada etapa
del proceso de produccion sea rigidamente realizada. Factores como el
origen del material vegetal, la época en que fue realizada la recoleccion,
el proceso de secado y almacenamiento son de calidad. La
cromatografia en capa fina es una técnica importante en todo el proceso
ya que permite proporcionar informaciones sobre la homogeneidad de
los componentes quimicos del producto y asi garantizar que las
sustancias responsables de la actividad farmacoldgica estén presentes

en los niveles adecuados.
El primer paso a seguir en el control de calidad de un producto

fitoterapéutico es definir cuales grupos de sustancias pueden estar

presentes, para de esta manera lograr la identificacion de la planta
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(marcadores) y de aquellas sustancias capaces de ejercer las

actividades farmacoldégicas (principios activos).

Un principio activo es una sustancia o grupo de sustancias
quimicamente caracterizadas, cuya accién farmacologica es conocida,
siendo la responsable total o parcialmente de los efectos terapéuticos de
los productos fitoterapéuticos. Los marcadores son constituyentes
quimicos definidos que estan presentes en la materia prima vegetal, de
preferencia los propios principios activos, destinados al control de calidad
de la materia prima vegetal, de las preparaciones fitoterapéuticas

intermedias y de los productos fitoterapéuticos.

Siendo asi, el primer paso para realizar el analisis de un
determinado producto fitoterapéutico, es definir las sustancias quimicas
que van a ser investigadas, lo que permitira identificar cual sera el mejor
solvente para extraer estas sustancias, asi como, determinar el mejor
sistema de eluentes para la migracion en la cromatoplaca e incluso
identificar los reveladores mas adecuados que seran utilizados para
detectar las sustancias presentes. Estas sustancias son las llamadas
marcadores y los marcadores ideales son los propios principios activos.
No siempre en el analisis se hace posible la utilizacidon de los principios

activos debido a los siguientes factores:

- Desconocimiento de las sustancias responsables de la
actividad de la planta.
- Los principios activos son dificiles de detectar o estan

presentes en pequefias cantidades en la planta.
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En estos casos es imposible utilizar los principios activos como
marcadores, siendo necesario seleccionar otras sustancias que
caracterizan sin duda alguna a la materia prima. El analisis sera llevado
a cabo comparando determinado producto fitoterapéutico con una
sustancia estandarizada definida de antemano como marcadora. En
algunos casos la sola comparacion con el patrén no es suficiente, por
esta razon es necesario que ademas de ser comparada con la sustancia
marcadora sea comparada también con el producto auténtico revela no
solamente la presencia de los principios activos sino también la

proporcion entre estos y otras sustancias presentes en el extracto.

No siempre se conoce la constitucion quimica de la planta; cuando
esto sucede es indispensable realizar su perfil cromatografico; el
extracto, en condiciones definidas de analisis, formara un disefo
caracteristico debido a la migracion diferencial de sus constituyentes,

llamado huella digital (finger print) de la planta.

Por consiguiente las plantas de las cuales no se posea ninguna
informacion sobre su constitucion quimica, pueden ser controladas,
realizando simplemente cromatografias de un extracto patrén,
botanicamente identificado y obtenido de la misma manera que el
extracto que va a ser analizado. La migracion de las manchas presentes
en la muestra y en el patrén aunque no estén identificadas, pueden ser

comparadas a partir del Rf, del tamafio y coloracion.
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Los analisis cuantitativos del material de origen vegetal pueden ser
realizados a través de la lectura de las placas en capa fina en
densitometros. Pepeljnjak y colaboradores, por ejemplo, utilizaron la
cromatografia en capa fina con posterior lectura en un densitometro para
cuantificar la pinocebrina, una isoflavanona a la cual se le atribuyen, en
gran parte, las actividades antibacterianas del propoleo. Houston y sus
colaboradores cuantificaron igualmente la pinocembrina a través de la
cromatografia en capa fina seguida por la lectura con un densitémetro,
utilizando como patrén interno la 1, 4 dihidroxiantraquinona, obteniendo
resultados comparables a los analisis realizados con la ayuda de un
equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia, comprobando asi, la

eficiencia de esta técnica.

2.9.3 Cromatografia en fase gaseosa

La cromatografia en fase gaseosa es una técnica que permite la
separacion de sustancias volatilizables. La separacion tiene como base
la distribucién diferencial de las sustancias entre una fase estacionaria,

solida o liquida, y una fase movil (gaseosa).

La muestra es introducida en una columna que contiene la fase
estacionaria, a través del sistema de inyeccion. Temperaturas
apropiadas en el sitio de la inyeccidn y en la columna, posibilitan la
volatilizacion de los componentes de la muestra los cuales, de acuerdo
con sus propiedades y las de la fase estacionaria, son retenidos por

tiempos variables y llegan al final de la columna en tiempos diferentes.
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Un detector adecuado, a la salida de la columna, permite la deteccién y

la cuantificacion de las sustancias.

La cromatografia en fase gaseosa es una técnica de analisis que
ofrece resoluciones excelentes, con sensibilidad del orden de miligramos
a picogramos. Los resultados son cuantitativos y se obtienen en un
espacio de tiempo relativamente corto. Las desventajas son: los
componentes de las muestras deben ser estables a la temperatura de
operacion, las muestras tienen que ser volatiles; es necesario hacer un
tratamiento preliminar de las muestras, o que convierte el proceso en
dificil y complejo, ademas que su eficacia no es muy alta, como técnica

para las identificaciones cualitativas.

La salida de las sustancias de la columna es registrada bajo la
forma de picos que deben ser simétricos y sin superposicion. La
asimetria y la sobreposicién indican una separaciéon defectuosa. Los
picos asimétricos pueden indicar fallas en la inyeccion, un exceso de la

muestra, o pérdida de la eficiencia de la fase estacionaria.

La eficiencia del proceso se mide en términos de platos teoricos
(un plato tedrico equivale a una etapa del equilibrio de la sustancia entre
las fases). La mayor eficiencia se traduce en la obtencion de picos

estrechos.
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2.9.4 Cromatografia gas-liquido

En la cromatografia gas-liquido, se prepara una columna que
contiene un soporte inerte (tubo largo) recubierto con una fase liquida
estacionaria. La fase en movimiento es un gas inerte, normalmente
helio, aunque a veces se usa el argon y el nitrogeno. La mezcla de
muestra se introduce en la corriente de gas y, por tanto, dentro de la
columna. EIl inyector, la columna y los detectores normalmente se
calientan. El proceso de migracion diferencial esta gobernado por la
particion del soluto entre la fase gaseosa en movimiento y la fase liquida
estacionaria. Por tanto la velocidad de transporte para un soluto a través
de una columna depende de la velocidad del flujo del gas transportador,
de la temperatura y de la fase liquida estacionaria. Hay un gran numero
de choques entre la fase en movimiento y la fase estacionaria para cada
molécula de poluto, con el resultado de que aun los compuestos que son

casi idénticos pueden ser separados.

La fase movil debe tener bajo costo, ser compatible con el detector
y tener alta pureza. Para dar mayor reproducibilidad al analisis, la
saturacion del gas debe ser constante y debe ser controlada a través de
valvulas de gas. La inyeccion se realiza generalmente con micro jeringas

que contienen la muestra.

El volumen inyectado no debe superar la capacidad de la
columna, y entre mas pequefio sea el volumen usado de la muestra
mayor sera la eficiencia y la reproducibilidad del analisis. La temperatura

aplicada debe ser suficiente para la volatilizacion de la muestra.
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La eficiencia de una columna para separar especies casi idénticas,
se expresa en funcion de su AEPT (altura equivalente a un plato tedrico).
La AEPT para una columna en particular es la region de la columna,
expresada en unidades de longitud, en la cual ocurre un equilibrio entre
la fase en movimiento o gaseosa y la fase estacionaria. Mientras mas

pequefa sea la AEPT, la columna es mas eficiente.

Los materiales mas usados en una columna son el cobre, el acero,
el aluminio, el vidrio y el teflon. Las columnas se clasifican en
empacadas y capilares, y generalmente tienen formas espiralazas, de
acuerdo con el equipo. Las columnas capilares son de menor diametro y
mas larga y deben poseer estabilidad de la fase estacionaria sobre la
pared o soporte de la columna, ademas de la estabilidad fisico-quimica.
Las columnas capilares son las mas utilizadas porque presentan mejor
eficiencia en la separacion ya que proporcionan un numero mayor de
platos tedricos. Estas columnas permiten la aplicacion de una menor
presion en el sistema. Una mayor longitud da como resultado mayor
rapidez en los analisis y mejor resolucion de los picos, con un menor

volumen de la muestra inyectada.

Una gran variedad de detectores diferentes se usan en la
cromatografia gas — liquido, aunque el mas comun es el detector de
conductividad térmica. Los dos lados del detector, una referencia y una
muestra, forman los dos brazos del puente de Wheatstone. Como sélo
gas transportador esta pasando a través de los dos lados, el puente se

encuentra balanceado. Con el paso adicional de algun otro gas, ademas
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del gas transportador por un lado del detector, la conductividad térmica
de ese lado cambia y el puente queda fuera de balance. La sefal de

desbalance se amplifica y se alimenta a un registrador grafico.

Tabla Il. Fases estacionarias liquidas y temperaturas maximas

de utilizacion.

Fases estacionarias liquidas Temperatura maxima (°C)
Polietilenoglicol (PEG) 175
Metilsilicona 300
Esqualeno 150
Aceite mineral (Nujol) 100
Fenil-metilsilicona 50% 225

2.9.5 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

La cromatografia liquida de alta eficacia o High performance liquid
chromatography (HPLC) es un tipo de cromatografia en columna
utilizada frecuentemente en bioquimica y quimica analitica. También se
la denomina a veces Cromatografia liquida de alta presion o High
pressure liquid chromatography (HPLC), aunque esta terminologia se
considera antigua y esta en desuso. El HPLC es una técnica utilizada
para separar los componentes de una mezcla basandose en diferentes
tipos de interacciones quimicas entre las substancias analizadas y la

columna cromatografica.
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En la HPLC isocratica el compuesto pasa por la columna
cromatografica a través de la fase estacionaria (normalmente, un
cilindro con pequefas particulas redondeadas con ciertas
caracteristicas quimicas en su superficie) mediante el bombeo de
liquido (fase movil) a alta presion a través de la columna. La muestra a
analizar es introducida en pequefas cantidades y sus componentes se
retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o
fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la columna.
El grado de retencion de los componentes de la muestra depende de la
naturaleza del compuesto, de la composicién de la fase estacionaria y

de la fase movil.

El tiempo que tarda un compuesto a ser eluido de la columna se
denomina tiempo de retencion y se considera una propiedad
identificativa caracteristica de un compuesto en una determinada fase
movil y estacionaria. La utilizacion de presion en este tipo de
cromatografias incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro
la columna y reduce asi su difusién dentro de la columna mejorando la
resolucién de la cromatografia. Los disolventes mas utilizados son el
agua, el metanol y el acetonitrilo. El agua puede contener tampones,
sales, o compuestos como el acido trifluoroacético, que ayudan a la

separacion de los compuestos.
Una mejora introducida a la técnica de HPLC descrita es la

variacion en la composicién de la fase moévil durante el analisis,

conocida como elucion en gradiente. Un gradiente normal en una
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cromatografia de fase reversa puede empezar a un 5% de acetonitrilo y
progresar de forma lineal hasta un 50% en 25 minutos. El gradiente
utilizado varia en funcién de la hidrofobicidad del compuesto. El
gradiente separa los componentes de la muestra como una funcién de
la afinidad del compuesto por la fase movil utilizada respecto a la
afinidad por la fase estacionaria. En el ejemplo, utilizando un gradiente
agua/acetonitrilo los compuestos mas hidrofilicos eluiran a mayor
concentracion de agua, mientras que los compuestos mas hidrofébicos
eluiran a concentraciones elevadas de acetonitrilo. A menudo, hace
falta realizar una serie de pruebas previas por tal de optimizar el
gradiente de forma que permita una buena separacion de los

compuestos.

2.9.5.1 Tipos de HPLC

2.9.5.1.1 Cromatografia de fase normal

La cromatografia de fase normal o "Normal phase HPLC" (NP-
HPLC) fue el primer tipo de sistema HPLC utilizado en el campo de la
quimica, y se caracteriza por separar los compuestos en base a su
polaridad. Esta técnica utiliza una fase estacionaria polar y una fase
movil apolar, y se utiliza cuando el compuesto de interés es bastante
polar. El compuesto polar se asocia y es retenido por la fase
estacionaria. La fuerza de adsorcion aumenta a medida que aumenta la
polaridad del compuesto y la interaccion entre el compuesto polar y la
fase estacionaria polar (en comparacion a la fase maévil) aumenta el

tiempo de retencion.
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La fuerza de interaccion no solo depende de los grupos
funcionales del compuesto de interés, sino también en factores
estericos de forma que los isdmeros estructurales a menudo se pueden
diferenciar el uno del otro. La utilizacion de disolventes mas polares en
la fase movil disminuye el tiempo de retencion de los compuestos
mientras que los disolventes mas hidrofébicos tienden a aumentar el

tiempo de retencién.

La NP-HPLC cayd6 en desuso a los afos setenta con el desarrollo
del HPLC de fase reversa o Reversed-phase HPLC debido a la falta de
reproductibilidad de los tiempos de retencion puesto que los
disolventes proticos cambiaban el estado de hidratacion de la silica o

alumina de la cromatografia.

2.9.5.1.2 Cromatografia de fase reversa

La HPLC de fase reversa (RP-HPLC) consiste en una fase inmovil
apolar y una fase movil de polaridad moderada. Una de las fases
estacionarias mas comunes de este tipo de cromatografia es la silica
tratada con RMe,SiCl, donde la R es una cadena alquil tal como CgH37
6 CgHq7. El tiempo de retencidn es mayor para las moléculas de
naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter polar eluyen

mas rapidamente.

El tiempo de retencion aumenta con la adicion de disolvente polar

a la fase movil y disminuye con la introduccion de disolventes mas
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hidrofébicos. La cromatografia de fase reversa es tan utilizada que a
menudo se lo denomina HPLC sin ninguna especificacion adicional. La
cromatografia de fase reversa se basa en el principio de las
interacciones hidrofébicas que resultan de las fuerzas de repulsion
entre un disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente
apolar, y una fase estacionaria apolar. La fuerza conductora en la unién
del compuesto a la fase estacionaria es la disminucion del area del
segmento apolar del analito expuesto al disolvente. Este efecto
hidrofébico esta dominado por la disminucion de la energia libre de la
entropia asociada con la minimizaciéon de la interfase compuesto-
disolvente polar. El efecto hidrofébico disminuye con la adicion de
disolvente apolar a la fase moévil. Esto modifica el coeficiente de

particion de forma que el compuesto se mueve por la columna y eluye.

Las caracteristicas del compuesto de interés juegan un papel muy
importante en la retencion. En general, un compuesto con una cadena
alquil larga se asocia con un tiempo de retencion mayor porque
aumenta la hidrofobicidad de la molécula. Aun asi, las moléculas muy
grandes pueden ver reducida la interaccion entre la superficie del
compuesto y la fase estacionaria. El tiempo de retencion aumenta con
el area de superficie hidrofébica que suele ser inversamente
proporcional al tamano del compuesto. Los compuestos ramificados
suelen eluir mas rapidamente que sus isomeros lineales puesto que la

superficie total se ve reducida.

Aparte de la hidrofobicidad de la fase movil, otras modificaciones

de la fase movil pueden afectar la retencion del compuesto; por
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ejemplo, la adicién de sales inorganicas provoca un aumento lineal en
la tensidn superficial, y como que la entropia de la interfase compuesto-
disolvente esta controlada precisamente por la tensién superficial, la

adicion de sales tiende a aumentar el tiempo de retencion.

Otra variable importante es el pH puesto que puede cambiar la
hidrofobicidad del compuesto. Por este motivo, la mayoria de métodos
utilizan un tampon como el fosfato de sodio por controlar el valor del
pH. Estos tampones controlan el pH, pero también neutralizan la carga
o cualquiera resto de silica de la fase estacionaria que haya quedado
expuesta y actuan como contraiones que neutralizan la carga del
compuesto. El efecto de los tampones sobre la cromatografia puede

variar, pero en general mejoran la separacion cromatografica.

Las columnas de fase reversa se echan a perder con menor
facilidad que las columnas de silica normales. Aun asi, muchas
columnas de fase reversa estan formadas por silica modificada con
cadenas alquil y no se deben utilizar nunca con bases en medio acuoso
puesto que éstas podrian dafar el esqueleto de silica subyacente. Las
columnas se pueden utilizar en acidos en medio acuoso pero no
deberian estar expuestas demasiado tiempo al acido porque puede

corroer las partes metalicas del aparato de HPLC.

2. 9.5.1.3 Cromatografia de exclusién molecular

La cromatografia de exclusién molecular, también conocida como

cromatografia por filtracién en gel, separa las particulas de la muestra
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en funcion de su tamafo. Generalmente se trata de una cromatografia
de baja resolucion de forma que se suele utilizar en los pasos finales
del proceso de purificacién. También es muy util para la determinacién
de la estructura terciaria y la estructura cuaternaria de las proteinas

purificadas.

La cromatografia de filtracion molecular es un método de
cromatografia en columna por el cual las moléculas se separan en
solucién segun su peso molecular, 0 mas precisamente, segun su radio
de Stokes.

En esta cromatografia, la fase estacionaria consiste en largos
polimeros entrecruzados que forman una red tridimensional porosa. A
los fines practicos, la columnas se empaquetan con pequefas
particulas esferoidales formadas por esos polimeros entrecruzados. En
consecuencia, estas particulas son porosas, y el tamafo de los poros
es tal que algunas moléculas (las demasiado grandes) no podran
ingresar a esos poros, en tanto que otras (las suficientemente
pequefias) podran pasar libremente. Los poros quedan conectados
formando una malla o red, lo cual determina una serie de caminos a ser

recorridos por las moléculas que acceden al interior de esta.

2.9.5.1.4 Cromatografia de intercambio idnico

En la cromatografia de intercambio i6nico, la retencion se basa en

la atraccidn electrostatica entre los iones en solucion y las cargas

inmovilizadas a la fase estacionaria. Los iones de la misma carga son
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excluidos mientras que los de carga opuesta son retenidos por la
columna. Algunos tipos de intercambiadores idnicos son: i) Resinas de
poliestireno, ii) intercambiadores i6nicos de celulosa y dextranos
(geles) vy iii) Silica porosa o vidrio de tamafio de poro controlado. En
general los intercambiadores iénicos favorecen la union de iones
elevada carga y radio pequefo. Un incremento en la concentracion del
contraion (respeto a los grupos funcionales de la resina) reduce el
tiempo de retencién. Un incremento en el pH reduce el tiempo de
retencién en las cromatografias de intercambio catiénico mientras que
una disminucion del pH reduce el tiempo de retencion en las
cromatografias de intercambio anionico. Este tipo de cromatografia es
ampliamente utilizado en las siguientes aplicaciones: purificacion de

agua, concentracion de componentes traza.

2.9.5.1.5 Cromatografia basada en bioafinidad

Este tipo de cromatografia se basa en la capacidad de las
sustancias biolégicamente activas de formar complejos estables,
especificos y reversibles. La formacién de estos complejos implica la
participacion de fuerzas moleculares como las interacciones de Van der
Waals, interacciones electrostaticas, interacciones dipolo-dipolo,
interacciones hidrofébicas y puentes de hidrégeno entre las particulas

de la muestra y la fase estacionaria.
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2.9.5.2 Parametros

2.9.5.2.1 Diametro interno

El diametro interno de una columna de HPLC es un aspecto critico
que determina la cantidad de muestra que se puede cargar a la
columna y también influye en su sensibilidad. Las columnas de
didmetro interno mas grande (>10 mm) se utilizan normalmente en la
purificacion de compuestos para su utilizacién posterior. En cambio, las
columnas de diametro interno menor (4-5 mm) se utilizan en el analisis
cuantitativo de las muestras, y se caracterizan por el aumento la
sensibilidad y la minimizacion del consumo de disolventes que
conllevan. Estas columnas se suelen denominar columnas de rango
analitico y normalmente estan asociadas a un detector UV-VIS. Aparte,
existen otros tipos de columnas, como las de tipo capilar, con un
diametro inferior a 0.3 mm, utilizadas principalmente en espectrometria

de masas.

2.9.5.2.2 Medida de las particulas

La mayoria de HPLC tradicionales se realizan con una fase
estacionaria unida al exterior de particulas esféricas de silica. Estas
particulas pueden tener diferentes medidas, siendo las de 5\mum de
diametro las mas utilizadas. Particulas mas pequenas ofrecen una
mayor superficie y una mejor separacion, pero la presion que se
requiere por obtener una velocidad lineal 6ptima aumenta de forma

inversamente proporcional al cubo del diametro de la particula. Esto
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significa que disminuir la medida de las particulas a la mitad,
aumentaria la resolucion de la columna, pero a la vez, aumentaria la

presion necesaria en un factor de ocho.

2.9.5.2.3 Tamano de poro

Muchas fases estacionarias son porosas para proporcionar una
mayor superficie. Los poros pequefios proporcionan una mayor
superficie mientras que los poros de mayor medida proporcionan una
cinética mejor, especialmente para los compuestos de tamafio mas
grande; por ejemplo, una proteina que sea ligeramente mas pequena
que el tamafo de los poros puede entrar, pero dificimente saldra con
facilidad.

2.9.5.2.4 Presion de la bomba

La presidon de las bombas es variable segun el modelo y
fabricante, pero su rendimiento se mide en su habilidad para generar
un flujo constante y reproducible. La presion puede lograr valores de
hasta 40 MPa (o unas 400 atmodsferas). Los aparatos mas modernos
de HPLC incorporan mejoras para poder trabajar a presiones mas altas
y, por lo tanto, poder utilizar particulas de tamafio mas pequefio en las
columnas (< 2 micrometros). Estos nuevos aparatos, denominados
Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) pueden trabajar con
valores de hasta 100 MPa de presién (unas 1000 atmésferas). (Hay

que tener en cuenta que las siglas UPLC son una marca registrada de
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Waters Corporation aunque a veces se utilizan de forma general para

designar este tipo de aparatos.)
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3. METODOLOGIA

3.1 metodologia de la investigacion:
3.1.1 Recurso humano:

¢ Investigador: Br. Adrian Antonio Soberanis Ibafiez

e Asesor: Inga. Telma Maricela Cano Morales

3.1.2 Recurso fisico:
e Laboratorio de la seccidén Quimica Industrial del Centro de
Investigaciones de Ingenieria, Facultad de Ingenieria USAC.
o Laboratorio del Area de Quimica de la escuela de Ingenieria
Quimica, Facultad de Ingenieria USAC.
e Laboratorio del LIPRONAT, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.
e Laboratorio del Departamento de Toxicologia, de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia, Universidad de San Carlos de

Guatemala.
Reactivos:

e Agua desmineralizada, marca Salvavidas

e Alcohol Etilico al 95 % v/v. Peso molecular 46.022 g/mol.
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Equipo:

e Molino de discos escala laboratorio.

e Balanza analizador de humedad, Marca Sartorius, modelo MA 150, 150
g maximos, rango de temperatura de 40 °C a 220 °C.

e Calentador-agitador, marca Corning, modelo PC-620, 120V/100V,
frecuencia 60Hz, Potencia 1113w, rango 0 — 480°C, 0 — 1100 rpm.

e Bomba de vacio, marca —gast, vacio hasta 30 in Hg, mandmetros
analiticos, modelo 100-115v, frecuencia 50Hz  potencia 1/4Hp,
revoluciones 1725/1425rpm.

e Balanza Marca: Adventur serie: G1231202040133 Voltaje 8-14.5V
frecuencia 50/60 Hz. Maxima Capacidad 150g, Lectura minima 0.001g
Hecha en U.S.A.

e Campana de extraccion de 110 V y 900 Watts, marca Serproma de
motor con capacidad de % Hp.

e Lampara Estroboscopica, Marca AMETEK Mansfield & Green Division,
corriente AC 110V; rango de flash por minuto 2 a 60 (X 100) (200rpm-
6000rpm); rango de trabajo intermitente (2 time ON, % time OFF) 10
minutes for ambient up to 30°C (80°F) 5 minutes for ambient up to 50°C
(120°F).

e Cronometro digital, con marcador de segundos, minutos y hora, marca
CASIO.
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3.2 Metodologia experimental:

3.2.1 Diseno de tratamientos

La materia prima fue proporcionada por la empresa Café
Internacional de Coban. El material se encontrd inicialmente en vainas
secas, y se trasladd a bolsas tipo Ziploc para evitar que la humedad del
material cambiara y perdiera fracciones volatiles presentes en la materia
prima. Se plantearon 2 metodologias, estatica y dinamica, a tres
temperaturas diferentes (25 °C, 50 °C y 78 °C), se realizé6 cinco
tratamientos para cada metodologia, obteniendo un total de 30

tratamientos.

3.2.2 Manejo experimental

Debido a que es necesario comparar la eficiencia de cada uno de los
métodos, se utilizaron los mismos parametros de control. Se realizaron
las primeras lixiviaciones utilizando como una metodologia testigo la
extraccién solido-liquido con equipo de extraccion Soxhlet, se utilizé este
equipo ya que este equipo tedricamente es el mas eficiente para la
extraccion solido-liquido. Este equipo definié variables como el tiempo

de extraccion y la relacion soluto-solvente.

A partir de la experimentacién con el equipo Soxhlet, se realizaron
procesos extractivos con un equipo de maceracion a reflujo utilizando
como solvente extractor, alcohol etilico (CH,CH3OH) al 95%, en el que

se realizaron extracciones a tres temperaturas; temperatura ambiente, 50
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°C y a temperatura de ebullicion del solvente. Se definié el tamafio de
particula entre 841 y 1190 micrones (Particulas que pasen el tamiz No.
16 y las retenga el tamiz No. 20) y con una humedad menor a 15%, que

es la humedad a la cual se comercializa el producto.

3.2.2.1 Preparacioén de la muestra

1. Se secé la materia prima recolectada, hasta una humedad menor
al 15 %.

2. Se realizé la molienda de la materia prima, esto con el fin de tener
una mayor area de transferencia de masa.

3. Se tamiz6 la materia prima, con el objetivo de tener un tamafio de

particula entre 841 y 1190 micrones.

3.2.2.2 Lixiviacién utilizando equipo de percolaciéon Soxhlet:

Este es un proceso de lixiviacidon que se lleva a cabo entre dos fases,
una fase sdélida y una fase liquida, una fase estatica (solido) y la fase
liquida es mévil. Como se puede ver en la Figura 10, el solvente se
encuentra en un matraz, de fondo plano o redondo, el cual es agitado
con un agitador magnético, se eleva la temperatura al punto de ebullicion
del solvente, esto con el objetivo de que el solvente evaporado se
desplace en el bypass ubicado en el equipo de extraccion soxhlet para
luego condensarse en el refrigerante Allihn o de bolas y depositarse en el
tubo extractor, donde se encuentra la materia prima dentro de un dedal
de celulosa. Una vez el nivel del soluto alcanza la altura del tubo de

reflujo se produce el efecto de sifon que regresa el solvente al matraz de

100



fondo plano, donde se repite el proceso. El tiempo de contacto entre el
soluto y el solvente es variable, ya que cada uno de los ciclos es variable
y depende muchas veces de las pérdidas de calor que se puedan
presentar en el sistema. En este método extractivo es necesario tomar
como parametro de control del proceso la temperatura a la cual el

solvente alcanza el punto de ebullicion.

Durante este proceso se llevara a cabo un proceso de monitoreo para
determinar el final de la extraccion, se tomaran alicuotas del solvente que
se encuentre dentro del equipo Soxhlet para poder determinar valores de
densidad. El punto final serd cuando la densidad del solvente presente
dentro del equipo Soxhlet sea bastante similar a la que el solvente

presentaba al inicio de la extraccion.
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Figura 10. Equipo de extraccién Soxhlet

3.2.2.3 Extraccion mediante maceracion dinamica con reflujo con
variaciones de temperatura. (25 °C, 50 °C y 78 °C)

En este método de extraccion las dos fases son moviles. Se coloco la

muestra en un matraz y se puso en contacto directo con el solvente,

debido a que la temperatura de ebullicion del solvente es baja y su

presion de vapor es alta, al sistema se acoplé un condensador de Allihn,

al llevar la temperatura del sistema a 50 °C y a la temperatura de
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ebullicion del solvente la presion de vapor aumenta, por lo que el uso de
un condensador de Allihn se hace mas necesario. Ambas fases se

someten a un proceso de agitacién durante todo el tiempo extractivo.

3.2.24 Extraccion mediante maceracion estatica con reflujo con
variacion de temperatura. (25 °C, 50 °C y 78 °C)

Estos procesos se realiz6 de la misma manera que los descritos
anteriormente, la unica diferencia que hay con respecto a estos, es que
el proceso se llevd a cabo sin ningun tipo de agitacion mas que la que se
pueda producir por las corrientes convectivas que se presentan debido al

aumento en la temperatura del sistema.
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Figura 11. Equipo de extraccién con maceraciéon dinamica con reflujo.

AN
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3.2.2.5

Manejo de Productos y residuos

Al finalizar el proceso extractivo, se realizé mediciones de densidad a

cada uno de los extractos etandlicos obtenidos asi como de la materia

prima exhausta.

Se

recolectd el

rotaevaporacion para su uso posterior.

3.3 Diseio experimental

alcohol

en el

proceso de

Se realizé un analisis de varianza en una sola direccion, debido a que

solo se analizé un factor con dos tratamientos con cinco corridas cada uno, para

tener un arreglo matricial de treinta observaciones.

Tabla Ill. Datos requeridos para un experimento en una direccién, con a

tratamientos y n repeticiones.

Variaciones de temperatura

Procedimiento Conveccion
T1 T2 T3

Maceracion MD1 MD2 MD3 Forzada
dinamica [MD1.1....MD1.5] | [MD2.1....MD2.5] | [MD3.1....MD3.5]

Maceracion ME1 ME2 ME3 Natural
estatica [ME2.1....ME2.5] | [ME2.1....ME2.5] | [ME3.1....ME3.5]

Maceracion Técnica de referencia
Soxhlet

Donde

Y; = es el total de las observaciones bajo i-€simo tratamiento
ui = es el promedio de las observaciones bajo i-ésimo tratamiento, similarmente
sea Y la suma de todas las observacionesy VY la media general de las

observaciones.
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Tabla IV.

Tabla V.

4. RESULTADOS

Porcentaje de rendimiento de la oleorresina de cardamomo
obtenida utilizando maceracion estatica a temperatura ambiente.

Metodologia| Coédigo | Corrida |%Rendimiento
M isn |_MEF1 1 14.213
estation on | _MEF2 | 2 12.087

frio (T = MEF 3 3 11.481
25°C) MEF 4 4 16.206
MEF 5 5 17.813
Promedio 14.360
De§V|aC|on 2 684

estandar.

Fuente: seccidén datos calculados

Porcentaje de rendimiento de la oleorresina de cardamomo
obtenida utilizando maceracién dinamica a temperatura
ambiente.

Metodologia| Cédigo | Corrida |%Rendimiento
M ., MDF 1 1 22.023
4 r?acrirlzg";rr‘] MDF 2 2 21.453
frio (T = MDF 3 3 19.189
25°C) MDF 4 4 21.268
MDF 5 5 20.910
Promedio 20.968
De§V|aC|on 1.073

estandar

Fuente: seccion datos calculados
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Tabla VI. Porcentaje de rendimiento de la oleorresina de cardamomo
obtenida utilizando maceracion estatica a 50°C.

Metodologia| Cédigo | Corrida |%Rendimiento
M . MEC 1 1 6.612
caliente (T = MEC 3 3 5.429
50°C) MEC 4 4 5.126
MEC 5 5 5.643
Promedio 5.672
DeS\{lamon 0.560
estandar
Fuente: seccién catos calculados
Tabla VII.  Porcentaje de rendimiento de la oleorresina de cardamomo

obtenida utilizando maceracién dinamica a 50°C.

Metodologia| Coédigo | Corrida |%Rendimiento
M ., MDC 1 1 14.311
4 r?:rirlig";rr‘] MDC 2 2 12.526
caliente (T = MDC 3 3 12.706
50°C) MDC 4 4 13.129
MDC 5 5 11.515
Promedio 12.837
DeS\{lamon 1015

estandar

Fuente: seccion datos calculados
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Tabla VIIl. Porcentaje de rendimiento de la oleorresina de cardamomo
obtenida utilizando maceracion estatica a ebullicion (T=78.5 °C).

Metodologia| Cédigo | Corrida |%Rendimiento
eotaion on | _MEE2 |2 11839
caliente (T = | MEE 3 3 11.613
78.5°C) MEE 4 4 10.153
' MEE 5 5 11.309
Promedio 11.534
DeS\{lamon 0.942

estandar

Fuente: datos calculados

Tabla IX. Porcentaje de rendimiento de la oleorresina de cardamomo
obtenida utilizando maceracion dinamica a ebullicion (T=78.5 °C).

Metodologia| Coédigo | Corrida |%Rendimiento
M . MDE 1 1 8.508
fgerecen [WDE2 |2 | 7o
caliente (T = MDE 3 3 7.175
78.5°C) MDE 4 4 7.186
' MDE 5 5 7.478
Promedio 7.499
DeS\{lamon 0.580

estandar

Fuente: datos calculados
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Tabla X.

Porcentaje de rendimiento de la oleorresina de cardamomo
obtenida utilizando el equipo de extraccion Soxhlet

Fuente: datos calculados

Metodologia| Cédigo Corrida |%Rendimiento

SOX 1 1 21.439
Equipo de SOX 2 2 21.095
extraccion SOX 3 3 22.490
Soxhlet SOX 4 4 21.091
SOX 5 5 22.519

Promedio 21.727

DeS\{lamon 0.724

estandar

Tabla XI. Presencia de metabolitos secundarios cromatografia en capa fina.

Maceracion | Maceracion | Maceracion | Maceracion | Maceracion | Maceracion ‘s
o A C.. A .. A Extraccion
estaticaa | dinamicaa | estaticaa | dinamicaa | estaticaa | dinamica a Soxhlet
25°C 25°C 50°C 50°C 78°C 78°C

Geraniol X X X X X

1,8 Cineol X X X X X

Linalool X X X X X

Limoneno X X X X X

Terpineol X X X X X X

V-

Terpineno

* X: indica presencia del metabolito secundario para el método indicado.
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Tabla Xll. Metabolitos secundarios detectados en la oleorresina de
cardamomo utilizando cromatografia en capa gaseosa acoplada a
espectrofotometria de masas.

Método Metabolito secundario Tlempq ’de Area (%)
retencién

Nerolidol 12.57 19.11

4 metil fenil ester 12.68 15.41

8-Hidroxicarvotanacetona 11.72 7.77

Etanona 12.39 7.77

Canfeno 11.06 7.15

Glicol Limoneno 11.02 5.72

Endo isocamfenona 13.12 4.38

Piridinona 11.35 3.96

Maceracién estatica a 25°C 5 metil 2-(1-metiletil) 10.54 3.81
Etil 9-octadecanoato 16.2 3.27

Carveol 10.02 2.78

Acido Hexadecanoico 15.09 2.56

Mentatrieno 12.23 2.33

a terpinoleno 12.77 2.27

Eudesmol 13.42 2.16

a -trans-sequiciclogeraniol 13.6 214

Tetrametil benceno 10.87 1.99

Acetato de a terpinilo 11.07 33.82

Nerolidol 12.57 21.36

o o Limoneno 8.2 16.03
Maceracion dinamica a 25°C |- 1+ exen-1-nona, 2 meti 12.68 14.5
Carvacrol 10.54 8.26

1(7), 5, 8 -0- Menthatrieno 11.71 6.03

Acetato de a terpinilo 11.08 56.81

Limoneno 8.21 24.99
‘. . o d.3- Careno 8.83 6.5
Maceracion estatica a 50°C o terpineol 98 549
Acetato de linalilo 10.22 4.25

Nerolidol 12.58 1.96

Acetato de a terpinilo 11.08 53.9

Limoneno 8.21 18.94

e e o Nerolidol 12.58 11.46
Maceracion dinamica a 50°C Acetamida 12.69 591
Fenol, 2-metil-5-(1-metietil) 10.55 5.1

a - Terpineol 9.8 4.68

Maceracion estatica a 78°C Acetato de a terpinilo 11.09 58.39
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Limoneno 8.21 24.05
Linalool 8.84 6.57
a terpineol 9.8 5.45
Acetato de linalilo 10.22 3.49
Nerolidol 12.58 2.05
Acetato de a terpinilo 11.07 55.76
Limoneno 8.19 25.83
S . o B- Pineno 8.83 7.29
Maceracion dinamica a 78°C o - Terpineol 9.78 5 88
Acetato de linalilo 10.22 3.33
Nerolidol 12.57 1.89
Limoneno 8.91 21.97
Linalool 8.84 6.21
Equipo de extraccion a-terpineol 9.79 5
Soxhlet Acetato de linalilo 10.22 3.3
Acetato de a- terpinelil 11:08 61.78
Nerolidol 12.57 1.73
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ANALISIS ESTADISTICO

Figura 12. Distribucién de los resultados experimentales del porcentaje de
oleorresina cardamomo en funcion del métodode extraccion.
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Fuente: analisis estadistico

Metodo
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Tabla XIll.  Analisis de varianza para el porcentaje de rendimiento de
oleorresina de cardamomo.
Grados

Fuente de Suma de de Media

variacion cuadrados libertad cuadratica F Significancia
Modelo 222 483(a) 5 44.497| 80754 000
corregido
Intercepto 1339.153 1 1339.153 | 2430.343 .000
Método 222.483 5 44 497 80.754 .000
Error 13.224 24 .551
Total 1574.860 30
Correccion total 235.707 29

Fuente: analisis estadistico bifactorial

Tabla XIV. Prueba de Duncan para las medias del porcentaje de rendimiento

de oleorresina de cardamomo.

Método N Grupo
2 3 4 5 1
MEC 5| 3.120800
MDE 5 4.126400
MEE 5 6.345400
MDC 5 7.061600 | 7.061600
MEF 5 7.898600
MDF 5 11.534400
Significancia 1.000 1.000 140 .087 1.000

Fuente: analisis estadistico de Duncan.
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Figura 13.

Oleorresina

oleorresina cardamomo en funcion de la temperatura.

Distribucion de los resultados experimentales del porcentaje de
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Fuente: analisis estadistico.
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Tabla XV.

Analisis de varianza para el

oleorresina de cardamomo.

porcentaje de rendimiento de

Fuente de Suma de Grados de Media

variacioén cuadrados libertad cuadratica F Significancia
Metodo 79.042 1 79.042 | 43.426 .000
Temperatura 457.234 2 228.617 | 125.604 .000
Metodo 199.195 2 99.597 | 54.720 .000
temperatura
Error 43.683 24 1.820
Correccion 779 154 29
Total

Fuente: analisis estadistico de Duncan.

Tabla XVI.

rendimiento de oleorresina de cardamomo.

TEMPERATURA N Grupos

1 2 1
Caliente 10| 9.2547625
Ebullicion 10 | 9.5165468
Frio 10 17.6641609
Sig. .668 1.000

Fuente: analisis estadistico de Duncan.
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Figura 14. Medias del porcentaje de rendimiento de oleorresina de

cardamomo de acuerdo al método en funcion de la temperatura.
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Fuente: analisis estadistico.

Figura 15. Diagrama de Schewart para el equipo de extraccion Soxhlet con

una confianza de 68%
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Fuente: analisis estadistico.
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Figura 16. Diagrama de Schewart para la maceracion estatica a 25 °C con

una confianza de 68%.
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Fuente: analisis estadistico

Figura 17. Diagrama de Schewart para la maceracion dinamica a 25 °C con

una confianza de 68%.
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Fuente: analisis estadistico.
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Figura 18. Diagrama de Schewart para la maceracion estatica a 50 °C con

una confianza de 68%.
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Fuente: analisis estadistico
Figura 19. Diagrama de Schewart para la maceracién dinamica a 50 °C con

una confianza de 68%.

Diagrama de Schewart
Rendimientos obtenidos utilizando maceracion dindmica a 50 °C
con una confianza de 68%

16

14 ¢ & ¥ 4
° 12 | L
E 10 == Limite Superior
;g 8 =l—Limite Inferior
5 6 == Media
X 421 == Rendimiento

0

MDC1 MDC 2 MDC 3 MDC 4 MDC 5

Fuente: analisis estadistico
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Figura 20. Diagrama de Schewart para la maceracion estatica a 78 °C con

una confianza de 68%.
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Fuente: analisis estadistico
Figura 21. Diagrama de Schewart para la maceracion dinamica a 78 °C con

una confianza de 68%.

Diagrama de Schewart
Rendimientos obtenidos utilizando maceracion dindmica a 78
°C con una confianza de 68%

10
s 8 & & O <>
_§ 6 —&— Limite Superior
€
=§ A == Limite Inferior
& Media
X 2
=>=Rendimiento
0

MDE 1 MDE 2 MDE 3 MDE 4 MDE 5

Fuente: andlisis estadistico
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

En el presente trabajo de graduaciéon se llevd a cabo una
separacion solido-liquido con la finalidad de obtener un extracto oleoso de la
semilla de cardamomo evaluando los posibles efectos de la temperatura y la

agitacion en la obtencién de la misma.

Se analizaron tres diferentes temperaturas de extracciéon (25°C, 50°C vy
78 °C) combinadas con dos diferentes estados de movimiento, estatico y

dinamico utilizando un mismo solvente, Alcohol Etilico al 95%.

La materia prima fue donada por la empresa Café Internacional de
Coban. Se obtuvieron bayas de cardamomo, secadas previamente, de las que
se extrajeron las semillas contenedoras de metabolitos presentes en la

oleorresina del mismo.

Una vez se obtuvieron las semillas, se procedid a comprobar que la
humedad de la misma se encontrara en el rango especificado (menor al 15%) ,
se realizé un primer proceso de separacion, se obtuvo particulas entre 841 y
1190 micrones, las particulas que se encontraron por debajo de este rango se
desecharon y las que se encontraron por arriba de 1190 micrones fueron
sometidos a un proceso de molienda utilizando un molino de tornillo escala

laboratorio hasta alcanzar el rango de tamafio de particula planteado.
Previo a la maceracion dinamica o lixiviacion se realizaron pruebas

preliminares para determinar las variables de proceso. Primero se realizaron

calibraciones de los equipos de calentamiento y agitacion, esto para normalizar
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los procedimientos a evaluar, de estos procesos de calibracion se determind

que la agitacién se realizaria a 800 rpm.

A continuacion se realizaron extracciones piloto utilizando como
parametro la extraccion con equipo Soxhlet. Aqui se definieron parametros de
control importantes en todo el proceso investigativo, se determiné el tiempo de
extraccion y la relacidén soluto-solvente, ya que esta técnica es teéricamente la
mas adecuada para este proceso. Al analizar el comportamiento de la densidad
del extracto dentro de la unidad de extraccion Soxhlet, como se puede observar
en la Figura 22, alrededor de los 15 ciclos la densidad del solvente dentro de la
unidad extractora es de la misma magnitud que el solvente puro, tomando en
cuenta que cada ciclo se efectua en un promedio de 10 minutos, el tiempo
maximo de cada extraccion se definiéo de 150 minutos o 2.5 horas. También se
obtuvieron extractos patron para determinar la presencia de metabolitos
secundarios con este método y también para definir el rendimiento maximo

promedio que fue de 21.762 % con una desviacion de 0.724 %.

La relacion soluto-solvente se define de la misma forma que el tiempo de
extraccion. Para esto se realizé el aforo de la unidad extractora Soxhlet y se
midié la cantidad de materia en el dedal, de aqui se obtuvo que la relacién

soluto-solvente es de 1g: 5.45mL.

Previo al inicio de las extracciones se tomo la densidad relativa de la
materia prima fresca, de esta manera se corroborara la extraccién de los
metabolitos secundarios de la misma. Al finalizar la extraccién se llevo a cabo la
medicion de la densidad de la materia agotada, comprobando de esta manera

que la magnitud de este parametro fue correspondiente al porcentaje de
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rendimiento obtenido en cada uno de los métodos evaluados. Mostrando para
los rendimientos mas altos, densidades relativas mas bajas, tal y como se

puede observar en las Tablas Xlll y XIV.

Se realizé cinco extracciones para cada una de las variaciones
propuestas, lo que nos da 30 extracciones diferentes. Se determiné la validez
estadistica de los datos obtenidos utilizando diagramas de Schewart y
diagramas de tambor y alambre, que se pueden observar en las figuras de 12 a
la 20, que demostraron la confiablidad estadistica de los datos. Se evalud si
existe diferencia significativa en el rendimiento de cada uno de los métodos,
para esto se recurrié a un analisis de varianza, con el que se determind que si
existe una diferencia significativa entre todos los métodos, demostrando de esta
forma que cada una de las variaciones realizadas tiene un efecto considerable
en el rendimiento de oleorresina obtenido. De los valores obtenidos se puede
observar que la maceracion dinamica a 25 °C es la que presenta el rendimiento
mas alto (20.97 +/- 1.07 %).

Luego se determind la presencia de grupos que no presenten diferencia
significativa entre ellos. Para esto se realiz6 una prueba de Duncan, de esta
manera se puede determinar que los grupos que no presentan una diferencia
significativa entre ellos son: la maceracion estatica a 78 °C, maceracion
dinamica a 50 °C y la maceracion estatica a 25 °C. También se puede observar
que los otros tres métodos presentan una diferencia significativa entre ellos y

para con este grupo anteriormente mencionado.

La ultima prueba estadistica que se realiz6é fue un analisis de tendencia,

en primero lugar tomando como base la temperatura de trabajo y luego la
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presencia de agitacion o no, esto se ve reflejado en las Figuras 12 a la 14. En
ambos casos se observd una tendencia lineal para los métodos estaticos, no
asi en los métodos que contaron con agitacion, especificamente el método que
se realiz6 a condiciones de agitaciéon a 800 rom y 78 °C es el que crea la no
linealidad en la tendencia. Es necesario que se realice un estudio
exclusivamente para evaluar los efectos de la agitacion y temperatura en la
obtencién de extractos oleosos tomando diferentes niveles de agitacion y

diferentes temperaturas de analisis.

A la par del analisis estadistico de los rendimientos obtenidos se llevo a
realizé el estudio fitoquimico de los extractos obtenidos, esto con el objetivo de
determinar cuales son los metabolitos presentes y si estos varian en alguna de
las metodologias estudiadas. Primero se realizé una prueba de cromatografia
en capa fina para determinar la presencia de ciertos metabolitos que segun la
bibliografia consultada se encuentran presentes en el aceite esencial de
cardamomo, Geraniol, 1,8 Cineol, Linalool, Limoneno, Terpineol y y-Terpineno.
Se tomaron muestras al azar que fueron analizadas por este método y cuyos
resultados se encuentran en la tabla X. Al observar detenidamente esta tabla se
puede observar que en ninguno de los extractos analizados se encontrd
presencia de y -Terpineno, asi como el hecho de que la extraccion obtenida en
el equipo de extraccion Soxhlet no muestre presencia de 1, 8 Cineol ni Linalool.
Sin embargo lo que mas llama la atencion es que para la Maceracion estatica a
25 °C (MEF) no se encontro presencia de ninguno de los metabolitos
anteriormente analizados. En analisis cromatografico realizado se encuentra

retratado en la figura 26.
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Esta prueba es puramente presuntiva, a continuacion se realizd6 una
prueba confirmativa, Espectrofotometria de masas acoplado a cromatografia
gaseosa. De esta prueba se obtuvieron cromatogramas para cada una de las
muestras, seleccionadas de nuevo al azar, confirmando los resultados
obtenidos en la cromatografia en capa fina. Los resultados de este ensayo se
pueden observar en la tabla Xl, se puede observar que en el caso de la
maceracion estatica a 25 °C (MEF) no se encontraron los mismos metabolitos
gue en los otros extractos, esto quiere decir que la metodologia no es adecuada
para la obtencion de oleorresina de cardamomo. Sin embargo en las muestras
presentadas de los otros métodos se puede observar la presencia mayoritaria
del acetato de a-terpinilo en porcentajes mayores al 55% seguido de Limoneno
en porcentajes entre 18 y 25 %, asi como la presencia en menor escala de
Linalool (entre 6 y 7%), Acetato de linalilo (entre 3y 5 %), Nerolidol (entre 1y 2
%). Estos se encuentran presentes también las oleorresinas obtenidas con el

equipo de extraccién Soxhlet.

La presencia de otros metabolitos en las oleorresinas obtenidas con
métodos a temperatura ambiente es el reflejo de la degradacion organica que
se da de manera natural. Otra causa es que los compuestos terpenoides se
encuentran en el material vegetal ligados a azucares formando las llamadas

agliconas, procesos que se ve favorecido con el aumento de la temperatura.
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CONCLUSIONES

. Existe diferencia significativa en el rendimiento porcentual de la oleorresina
de cardamomo obtenida en cada uno de los métodos de extraccion en

funcién de la temperatura.

El método con mayor rendimiento de oleorresina de cardamomo es la

maceracion dinamica a 25 °C.

El rendimiento de extraccién es inversamente proporcional a la temperatura.

. La agitacién en el proceso extractivo favorece la extraccion de la oleorresina

de cardamomo.
. Los metabolitos secundarios que se encuentran tanto en las oleorresinas
extraidas como en la metodologia de referencia, son el acetato de a-terpinilo,

Limoneno, Linalool y Nerolidol.

El metabolito secundario que se encuentra en mayor presencia en la

oleorresina de cardamomo es el acetato de a-terpinilo.

El tamizaje fitoquimico confirmé la presencia de Nerolidol en todas las

extracciones.

El tamizaje fitoquimico mostré6 ausencia de los metabolitos secundarios

referidos en la literatura, 1,8 Cineol, Geraniol, B-Pineno, Linalool.
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RECOMENDACIONES

Socializar los resultados obtenidos en el presente estudio en las
areas de siembra de cardamomo, dando un uso alterno como

oleorresina a esta especie vegetal.

Realizar una evaluacion del sistema de enfriamiento del proceso de

extractivo en funcién del rendimiento de metabolitos secundarios.

Evaluar la eficiencia de las metodologias tratadas en este estudio con

diferentes solventes extractores.

Realizar un estudio de vida de anaquel de las oleorresinas obtenidas
por los métodos con mayor rendimiento para determinar si se dan

procesos de descomposicion.

Evaluar el efecto de la agitacién con respecto a la temperatura para

definir tendencias en el procedimiento.

Continuar con los estudios de extraccion de metabolitos secundarios
de la oleorresina de cardamomo, ya que estos son materia prima en

la industria aromatica y fitofarmacéutica.

Evaluar los metabolitos que la literatura refiere para el cardamomo

mediante extracciones con hexano.

Realizar un estudio de aprovechamiento del acetato de a-terpinilo, ya

que es bastante abundante en la oleorresina de cardamomo.
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APENDICE

APENDICE A
Datos preliminares

Tabla XVII Calibracion de equipo calentador-agitador utilizando

lampara estroboscépica.

Valor Nominal Valor real
Plancha de Calentamiento (RPM) | Lampara Estroboscépica (RPM)
200 250
400 450
600 650
800 800
1000 1000
1200 1210
1400 1400
1600 1600

Fuente: rangos de lampara Estroboscopica, Marca AMETEK; rango de flash por
minuto 2 a 60 (X 100) (200rpm-6000rpm); y Rangos del equipo calentador-agitador;
Calentador-agitador, marca Corning, modelo PC-620, 120V/100V, rango 0 — 480°C, 0

—1600 rpm.
Figura 22.  Curva de calibracion del equipo calentador agitador.

Curva de calibracion del agitador-

calentador

2000
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*FUENTE: Tabla XVII. Apéndice A
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Tabla XVIIl. Densidades obtenidas en las pruebas preliminares con el equipo
de extraccion Soxhlet.

No. De Ciclo

Corrida 0 1 2 3 4 5 9 11 13 15
1 0.836 | 0.935 | 0.934 | 0.914 | 0.914 | 0.905 | 0.863 | 0.840 | 0.838 | 0.836
2 0.836 | 0.935 | 0.935 | 0.916 | 0.910 | 0.907 | 0.868 | 0.839 | 0.837 | 0.836
3 0.836 | 0.935 | 0.935 | 0.917 | 0.913 | 0.904 | 0.864 | 0.840 | 0.838 | 0.836
4 0.836 | 0.935 | 0.934 | 0.911 | 0.910 | 0.903 | 0.862 | 0.839 | 0.837 | 0.836

5 0.836 | 0.935 | 0.934 | 0.912 | 0.910 | 0.905 | 0.866 | 0.839 | 0.837 | 0.836
*Fuente: ciclos medidos en un equipo de extraccion Soxhlet 24/40, marca Pyrex, 250 mL
de capacidad.

Figura 23.  Evaluacion de la densidad en funcion del numero de ciclos.

Densidad de extracto frente a Numero de
Ciclos Soxhlet
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No. de Ciclos

*Fuente: Tabla XVIIl. Apéndice A.
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Tabla XIX. Mediciones de humedad en la materia prima.

No. % Humedad
14.41
14.35
13.32
13.84
12.9

*Fuente: balanza analizador de humedad, marca Sartorius, modelo
MA 150, 150 g maximos, rango de temperatura de 40 °C a 220 °C.

B WINI=~
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APENDICE B
Densidades

Tabla XX. Densidad de aparente de la semilla molida de cardamomo.

Densidad materia fresca

No. (glcm?)

1.137
1.145
1.136
1.153

1.140
*Fuente: densidad obtenida utilizando Matraz de Le Chatellier.

B WIN =

Tabla XXI. Densidad de los extractos etandlicos obtenidos para cada uno de

los métodos.
Cédigo Temperatura de trabajo (°C) Densidad materia exhausta (g/cm3)
MEF 1 25 0.986
MEF 2 25 0.976
MEF 3 25 0.975
MEF 4 25 0.987
MEF 5 25 0.965
MDF 1 25 0.979
MDF 2 25 0.961
MDF 3 25 0.982
MDF 4 25 0.999
MDF 5 25 0.968
MEC 1 50 1.109
MEC 2 50 1.113
MEC 3 50 1.099
MEC 4 50 1.109
MEC 5 50 1.098
MDC 1 50 1.078
MDC 2 50 1.088
MDC 3 50 1.088
MDC 4 50 1.075
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MDC 5 50 1.090
MEE 1 78 1.089
MEE 2 78 1.103
MEE 3 78 1.100
MEE 4 78 1.099
MEE 5 78 1.088
MDE 1 78 1.032
MDE 2 78 1.072
MDE 3 78 1.054
MDE 4 78 1.029
MDE 5 78 1.043

*Fuente: densidad obtenida utilizando matraz de Le Chatellier.
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APENDICE C

Muestra de calculo.

Calculo de la densidad del extracto etandlico:
Para determinar la densidad del extracto etandlico es necesario tomar medicidon
de masa y volumen utilizando un picndmetro. Se utiliza la siguiente ecuacion:

__ Masatotal(g)-Tara (g)

Volumen(mL) [Ecuacion 5]

Ejemplo:

Datos obtenidos para la medicion de la densidad del extracto etandlico obtenido
en un proceso de extraccion utilizando el equipo extracto Soxhlet.

Masa total = 18.0642 g
Tara = 15.8906 g
Volumen = 2.60 mL

Utilizando la ecuacion 4:

| 180642 — 15.8906 _ 2.1736 g
p= 2.60 = 2.60mL

=0.836 L
mL

Calculo del porcentaje de rendimiento de oleorresina de cardamomo:

Para determinar la densidad se requieren dos datos especificos, el primero es
la masa de materia prima utilizada en el proceso extractivo y el segundo es la
masa de la oleorresina recuperada, luego se aplica la siguiente ecuacion:

Masa de oleorresina

% Rendimiento = x 100 [Ecuacion 6]

Masa de materia prima
Ejemplo:

Datos obtenidos para la determinacion del porcentaje de rendimiento de
obtenido de la maceracion dinamica a 25 °C.

Masa de materia prima = 55.0065 g
Masa de oleorresina = 12.1114 g

141



Utilizando la ecuacion 5:

12.1114

% Rendimiento = TC 0065 X 100 = 22.0181 %
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APENDICE D
Datos calculados

Tabla XXII. Densidad de aparente de la semilla molida de cardamomo.

Densidad materia fresca

No. (g/cm3)

1.137
1.145
1.136
1.153

1.140
*Fuente: tabla XIX. Apéndice B

AL WN =

Tabla XXIIl. Densidad aparente de la materia prima exhausta.

M . Densidad C .
ateria . . . Desviacién
Cédigo prima Materia materia Medlg Estandar
fresca (g) seca (g) exhaus‘;‘ta (g/cm”) (g/cm3)
(g/cm”)

MEF 1 55.0000 42.9832 0.986

MEF 2 55.0000 42.9774 0.976

MEF 3 55.0060 42.8474 0.975 0.97804916 | 0.008855141
MEF 4 55.0108 42.7632 0.987

MEF 5 55.0046 42.7583 0.966

MDF 1 55.0065 43.9764 0.979

MDF 2 55.0180 43.9283 0.961

MDF 3 55.0060 43.8273 0.982 0.97774257 | 0.014461919
MDF 4 55.0080 43.9866 0.999

MDF 5 55.0034 43.6726 0.967

MEC 1 55.0062 51.9869 1.109

MEC 2 55.0223 51.0975 1.113

MEC 3 55.0042 50.9986 1.100 1.10573505 | 0.006632419
MEC 4 55.0505 50.9865 1.109

MEC 5 55.0239 50.9875 1.098

MDC 1 55.0007 45,5789 1.079

MDC 2 55.0055 44.0770 1.088

MDC 3 55.0046 44.3875 1.088 1.0838826 | 0.006283131
MDC 4 55.0138 44,7650 1.075

MDC 5 55.0157 44,7640 1.090
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MEE 1 55.0215 50.8654 1.089
MEE 2 55.0021 50.3467 1.103
MEE 3 55.0237 50.3219 1.100 1.0955805 | 0.007028666
MEE 4 55.0080 50.3719 1.099
MEE 5 55.0187 51.5032 1.088
MDE 1 55.0660 49.9875 1.032
MDE 2 55.0025 49.8754 1.072
MDE 3 55.0398 50.1232 1.054 1.04615078 | 0.017550348
MDE 4 55.0078 49.9753 1.029
MDE 5 55.0015 49.6754 1.043
*Fuente: Muestra de calculo. Apéndice C
Tabla XXIV. Densidad del extracto etandlico.
Masa . Densidad . Desviacion
Cédigo Extracto vc(>:r.‘ll-°)|c extracto (M frg:_a) estandar
(9) (g/mL) g (g/mL)
MEF 1 0.9328 1.027 0.908
MEF 2 0.924 1.027 0.900
MEF 3 0.9233 1.027 0.899 0.901 0.004
MEF 4 0.9255 1.027 0.901
MEF 5 0.921 1.027 0.897
MDF 1 0.9333 1.027 0.909
MDF 2 0.9335 1.027 0.909
MDF 3 0.9215 1.027 0.897 0.905 0.005
MDF 4 0.926 1.027 0.902
MDF 5 0.9325 1.027 0.908
MEC 1 0.8275 1.027 0.806
MEC 2 0.8285 1.027 0.807
MEC 3 0.8267 1.027 0.805 0.805 0.001
MEC 4 0.8267 1.027 0.805
MEC 5 0.825 1.027 0.803
MDC 1 0.9256 1.027 0.901
MDC 2 0.92 1.027 0.896
MDC 3 0.9305 1.027 0.906 0.900 0.004
MDC 4 0.9218 1.027 0.898
MDC 5 0.9243 1.027 0.900
MEE 1 0.9151 1.027 0.891
MEE 2 0.9175 1.027 0.893
MEE 3 0.9182 1.027 0.894 0.892 0.002
MEE 4 0.9173 1.027 0.893
MEE 5 0.9135 1.027 0.889
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MDE 1 0.8326 1.027 0.811
MDE 2 0.8312 1.027 0.809
MDE 3 0.8314 1.027 0.810
MDE 4 0.8311 1.027 0.809
MDE 5 0.8294 1.027 0.808

0.809

0.001

*Fuente: Muestra de calculo. Apéndice C.

Tabla XXV. Porcentaje de rendimiento de oleorresina de cardamomo.

Cédigo M_ateria Materia Oleorresina | Rendimiento Media (%) De§viaci6n
prima (g) seca(g) (9) (%) estandar (%)

MEF 1 55.0000 42.9832 7.8170 14.2127

MEF 2 55.0000 42.9774 6.6480 12.0873

MEF 3 55.0060 42.8474 6.3150 11.4806 14.3599 2.6837
MEF 4 55.0108 42.7632 8.9150 16.2059

MEF 5 55.0046 42.7583 9.7980 17.8131

MDF 1 55.0065 43.9764 12.1140 22.0229

MDF 2 55.0180 43.9283 11.8030 21.4530

MDF 3 55.0060 43.8273 10.5550 19.1888 20.9684 1.0732
MDF 4 55.0080 43.9866 11.6990 21.2678

MDF 5 55.0034 43.6726 11.5010 20.9096

MEC 1 55.0062 51.9869 3.6370 6.6120

MEC 2 55.0223 51.0975 3.0540 5.5505

MEC 3 55.0042 50.9986 2.9860 5.4287 5.6721 0.5604
MEC 4 55.0505 50.9865 2.8220 5.1262

MEC 5 55.0239 50.9875 3.1050 5.6430

MDC 1 55.0007 45.5789 7.8710 14.3107

MDC 2 55.0055 44.077 6.8900 12.5260

MDC 3 55.0046 44.3875 6.9890 12.7062 12.8375 1.0148
MDC 4 55.0138 44.765 7.2230 13.1294

MDC 5 55.0157 44.764 6.3350 11.5149

MEE 1 55.0215 50.8654 7.0180 12.7550

MEE 2 55.0021 50.3467 6.5120 11.8395

MEE 3 55.0237 50.3219 6.3900 11.6132 11.5339 0.9418
MEE 4 55.0080 50.3719 5.5850 10.1531

MEE 5 55.0187 51.5032 6.2220 11.3089

MDE 1 55.0660 49.98754 4.6850 8.5080

MDE 2 55.0025 49.8754 3.9320 7.1488 7.4992 0.5797
MDE 3 55.0398 50.1232 3.9490 7.1748
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MDE 4

55.0078

49.97532

3.9530

7.1863

MDE 5§

55.0015

49.67543

4.1130

7.4780

*Fuente: muestra de calculo. Apéndice C.
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APENDICE E

Figura24. Vaina y semilla de cardamomo (Elleteria Cardamomum, L.
Matton).

*Fuente: www.wikipedia.org

Figura25. Planta y flor caracteristica del cardamomo (Elleteria
Cardamomum, L. Matton)

" |}
*Fuente: www.about-garden.com
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Figura 26.  Extraccion de oleorresina de cardamomo.

*Fuente: camara SONY Cyber-shot DSC-W55 7.2 Mega pixeles 2.5”LCD monitor.
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Figura 27. Cromatoplacas resultado de la cromatografia en capa fina.

*Fuente: camara SONY Cyber-shot DSC-W55 7.2 Mega pixeles 2.5”LCD monitor.
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APENDICE F
Cromatogramas

Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas:
Cromatogramas.

Figura 28. Cromatograma para la maceracion estatica a 25 °C.

Abundance

TIC: 5569.D
12.57
550000 -
500000
450000 - 12.69
400000
350000 -
300000 1
250000 ]

200000 A

150000

100000 4

50000 -

T T T T T T T T T T
8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00
Time-->=

Information from Data File:
File: C:\HPCHEM\1\DATA\5569.D
Operator:  mca
Date Acquired: 5Mar 09 9:03
Method File: RAFAEL
Sample Name: 5569 MEF 3
Misc Info:
Vial Number: 1

Search Libraries: C:\\DATABASE\WILEY275.L Minimum Quality: 0

Unknown Spectrum: Apex
Integration Events: Chemstation Integrator - autointl.e

Pk# RT Area% Library/ID Ref#t CAS# Qual

1 10.02 2.78 C\DATABASE\WILEY275.L
cis-Carveol $$ 2-Cyclohexen-1-ol, 38181 001197-06-4 64
TRANS-2-CAREN-4-OL 38270 006617-35-2 60
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trans-Carveol $$ 2-Cyclohexen-1-ol 38183 001197-07-5 49

2 10.54 3.81 C:\DATABASE\WILEY275.L
Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl) 35717 000089-83-8 91
Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl) 35737 000499-75-2 91
Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl) 35716 000089-83-8 90

3 10.87 1.99 C:\DATABASE\WILEY275.L
Benzene, 1-methyl-4-(1-methylethyl 23312 000099-87-6 46
1,2,3,4-Tetramethylbenzene 23441 000488-23-3 46
Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl 23301 000535-77-3 38

4 11.02 5.72 C\DATABASE\WILEY275.L

LIMONENE GLYCOL 80772 000000-00-0 59
2(1H)-Naphthalenone, octahydro-, t 38332 016021-08-2 30
2-Hepten-4-ol 12410 004798-59-8 27

5 11.06 7.15 C\DATABASE\WILEY275.L
cis-Ocimene $$ 1,3,7-Octatriene, 3 24920 006874-10-8 83
Isoterpinolene $$ Cyclohexene, 3-m 25083 000586-63-0 81
CAMPHENE 25410 000000-00-0 76

6 11.35 3.96 C:\DATABASE\WILEY275.L
3-Cyclohexene-1-methanol, 5-hydrox 55443 032226-54-3 50
Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-ol, 4,6, 38133 000473-67-6 30
2(1H)-Pyridinone, hydrazone, dihyd 65350 062437-99-4 22

7 11.72 7.77 CADATABASE\WILEY275.L
s-(+)-5-(1-Hydroxy-1-methylethyl)- 53446 060593-11-5 46
p-Menth-1-en-3,8-diol (cis?) 55508 000000-00-0 38
8-Hydroxycarvotanacetone $$ 2-Cycl 53243 007712-46-1 38

8 11.90 4.96 C\DATABASE\WILEY275.L

1,5,8-p-menthatriene 23450 000000-00-0 83
1,4-Cyclohexadiene, 3-ethenyl-1,2- 23413 062338-57-2 72
1(7),5,8-0-Menthatriene 23453 000000-00-0 50

9 12.23 2.33 C:\DATABASE\WILEY275.L
(1R,2R,4R)-p-Menthane-1,2,8-triol 72503 093861-30-4 50
(1S,2S,4R)-p-Menthane-1,2,8-triol 72506 093861-32-6 50
(1S,2S,4R)-p-Menthane-1,2,8-triol 72507 093861-32-6 50

10 12.39 7.77 C\DATABASE\WILEY275.L
TRANS-2-CAREN-4-OL 38270 006617-35-2 72
trans-Carveol $$ 2-Cyclohexen-1-ol 38183 001197-07-5 70
Ethanone, 1-(1,4-dimethyl-3-cycloh 38158 043219-68-7 49

11 12.57 19.11 C:\DATABASE\WILEY275.L
NEROLIDOL 108483 007212-44-4 91

152



Farnesol $$ 2,6,10-Dodecatrien-1-o0 108193 004602-84-0 90
Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien-3- 108178 007212-44-4 86

12 12.68 15.41 C:\DATABASE\WILEY275.L
Car-3-en-2-one 36056 000000-00-0 62
Acetic acid, 4-methylphenyl ester 35357 000140-39-6 47
Bicyclo[3.1.0]hex-3-en-2-one, 4-me 35894 024545-81-1 46

13 12.77 2.27 CADATABASE\WILEY275.L
3-Decen-1-yne, (Z)- (CAS) 24887 061827-88-1 30
.alpha.-terpinolene $$ Cyclohexene 25089 000586-62-9 30
3-methylene-bicyclo[3.2.1]oct-6-en 59445 122166-37-4 25

14 13.12 4.83 C:\DATABASE\WILEY275.L
ENDO-ISOCAMPHONONE $$ Bicyclo[2.2. 38391 003767-44-0 22
Nonanoic acid, 9-0xo-, 1-methyleth 99583 034208-02-1 22
Butanoic acid, 2-hexenyl ester, (E 55232 053398-83-7 22

15 13.42 2.16 C:\DATABASE\WILEY275.L
Eudesmol $$ 2-Naphthalenemethanol, 108336 051317-08-9 56
.beta.-Eudesmol $$ 2-Naphthaleneme 108340 000473-15-4 56
(+)-Decahydro-.alpha.,.alpha.,4a,. 108389 071962-31-7 50

16 13.60 2.14 C\DATABASE\WILEY275.L
d-Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien- 108168 000142-50-7 80
Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien-3- 108177 007212-44-4 80
.alpha.-trans-sequicyclogeraniol $ 108499 108287-12-3 64

17 15.09 2.56 C:\DATABASE\WILEY275.L
Hexadecanoic acid, ethyl ester (CA 165476 000628-97-7 93
Hexadecanoic acid, ethyl ester (CA 165484 000628-97-7 93
Hexadecanoic acid, ethyl ester (CA 165481 000628-97-7 93

18 16.20 3.27 C:\DATABASE\WILEY275.L

ETHYL 9-OCTADECANOATE 185942 000000-00-0 83
9-Octadecenoic acid (Z)-, ethyl es 185930 000111-62-6 83
ETHYL OCTADEC-9-ENOATE 185928 000111-62-6 83

Tue Mar 10 12:13:28 2009
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Figura 29. Cromatograma para la maceracion dinamica a 25 °C.

Abundance

100000 +
95000
90000 -
85000 -
80000 -
75000 4
70000 4
S5000 -
S0000 -
55000
50000 A
45000
40000 A
35000 A
30000 A
25000 -
20000 -
15000

1

TIC: 5565.D

o7

1=2.57

Information from Data File:

T T T T T
8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 Z20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

File: C:\HPCHEM\1\DATA\5565.D

Operator:

Date Acquired: 4 Mar 09 10:26

Method File: RAFAEL

Sample Name: 5565 MDF5 1UL

Misc Info:

Vial Number:
Search Libraries:

Unknown Spectrum: Apex

C:\DATABASE\WILEY275.L Minimum Quality: 0

Integration Events: Chemstation Integrator - autointl.e

Pk# RT Area%

Library/ID

Refft CAS# Qual

1 8.20 16.03 C:\DATABASE\WILEY275.L
Camphene $$ Bicyclo[2.2.1]heptane, 25156 000079-92-5 45
Bicyclo[3.1.0]hexan-3-one (CAS) 5165 001755-04-0 38
Camphene $$ Bicyclo[2.2.1]heptane, 25154 000079-92-5 25

2 10.54 8.26 C:\DATABASE\WILEY275.L
Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl) 35719 000089-83-8 74

CARVACROL

36060 000499-75-2 72

Phenol, 2-ethyl-4,5-dimethyl- $$ 3 35747 002219-78-5 72
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3 11.07 33.82 C:\DATABASE\WILEY275.L
(+)-M-MENTHA-1,8-DIENE $$ Cyclohex 25044 000499-03-6 90
.alpha.-Terpinyl propionate $$ 3-C 95799 000080-27-3 87
Camphene $3$ Bicyclo[2.2.1]heptane, 25153 000079-92-5 74

4 11.71 6.03 C:\DATABASE\WILEY275.L
tricyclo[5.3.0.0(2,8)]deca-4-en $$ 23466 083298-53-7 52
(2-Methylprop-1-enyl)-cyclohexa-1, 23454 000000-00-0 43
1(7),5,8-0-Menthatriene 23453 000000-00-0 43

5 12.57 21.36 C:\DATABASE\WILEY?275.L
Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien-3- 108177 007212-44-4 91
d-Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien- 108168 000142-50-7 91
d-Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien- 108171 000142-50-7 86

6 12.68 14.50 C:ADATABASE\WILEY275.L
2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1- 35854 002244-16-8 76
2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1- 35848 002244-16-8 76
2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1- 35857 000099-49-0 68

Tue Mar 10 10:18:59 2009
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Figura 30. Cromatograma para la maceracion estatica a 50 °C.

Abundance
TIC: 5562.D

4000000 +
3500000
3000000 4
2500000
2000000 -
1500000 4

1000000 4
8.21

500000 -
8 8AF22

S S 1 O Y O

—~————r—————7 7 T T T T T [ T T[T
8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Time-->=>

Information from Data File:
File: C:\HPCHEM\1\DATA\5562.D
Operator:  MCS
Date Acquired: 27 Feb 09 8:16
Method File: RAFAEL
Sample Name: 5562 MEC. 5
Misc Info:
Vial Number: 1

Search Libraries: C:\DATABASE\WILEY275.L Minimum Quality: 0

Unknown Spectrum: Apex
Integration Events: Chemstation Integrator - autointl.e

Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual

1 8.2124.99 C:\DATABASE\WILEY275.L
LIMONENE 25358 000138-86-3 97
dl-Limonene $$ Cyclohexene, 1-meth 25064 000138-86-3 96
dl-Limonene $$ Cyclohexene, 1-meth 25055 000138-86-3 96

2 8.83 6.50 C:\DATABASE\WILEY275.L
Cyclofenchene $3$ Tricyclo[2.2.1.0( 25284 000488-97-1 60
.DELTA.3-Carene $$ Bicyclo[4.1.0]h 25247 013466-78-9 60
.DELTA.3-Carene $$ Bicyclo[4.1.0]h 25243 013466-78-9 60
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3 9.80 5.49 C:\DATABASE\WILEY275.L
3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha., 40183 000098-55-5 91
I-.alpha.-Terpineol $$ 3-Cyclohexe 40199 010482-56-1 91
Linalyl propanoate 95982 000000-00-0 91

4 10.22 4.25 C:\DATABASE\WILEY275.L
Linalyl acetate $$ 1,6-Octadien-3- 80673 000115-95-7 83
I-.beta.-Pinene $$ Bicyclo[3.1.1]h 25212 018172-67-3 83
.gamma.-Terpinene $$ 1,4-Cyclohexa 25038 000099-85-4 76

5 11.08 56.81 C:\DATABASE\WILEY275.L
ALPHA.-TERPINENYL ACETATE 80881 000080-26-2 91
1-P-MENTHEN-8-YL ACETATE $$ 3-Cycl 80738 000080-26-2 91
ALPHA.-TERPINENYL ACETATE 80897 000080-26-2 91

6 12.58 1.96 C:\DATABASE\WILEY275.L
Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien-3- 108175 007212-44-4 87

NEROLIDOL B (CIS OR TRANS) 108579 000000-00-0 87
2-BETA.-PINENE $$ Bicyclo[3.1.1]h 25219 000127-91-3 64

Tue Mar 10 09:26:23 2009
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Figura 31. Cromatograma para la maceracion dinamica a 50 °C.

Abundance
TIC: 5263.D

1000000 A
900000 -
800000
700000 4
600000 A
500000 4
400000 -
300000 4

12.58
200000 4 8.21

.69

] 10.85 1
o J\ gjﬁj
0 L= A L’m

e B L I e e L B L AL B e e e B e e e B e I s B
8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Time-->=

Information from Data File:
File: C:\HPCHEM\1\DATA\5563.D
Operator:  MCS
Date Acquired: 27 Feb 09 12:45
Method File: RAFAEL
Sample Name: M.D.C. 2
Misc Info:
Vial Number: 1

Search Libraries: C:\\DATABASE\WILEY275.L Minimum Quality: 0

Unknown Spectrum: Apex
Integration Events: Chemstation Integrator - autointl.e

Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual
1 8.2118.94 C\DATABASE\WILEY275.L
LIMONENE 25358 000138-86-3 96
LIMONENE 25366 000138-86-3 93
LIMONENE 25408 000000-00-0 93

2 9.80 4.68 C:\DATABASE\WILEY275.L
I-.alpha.-Terpineol $$ 3-Cyclohexe 40201 010482-56-1 72
I-.alpha.-Terpineol $$ 3-Cyclohexe 40197 010482-56-1 59
3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha., 40175 000098-55-5 59
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3 10.55 5.11 C:\DATABASE\WILEY275.L
Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl) 35733 000499-75-2 83
Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl) 35716 000089-83-8 83
Phenol, 5-methyl-2-(1-methylethyl) 35718 000089-83-8 80

4 11.08 53.90 C:\DATABASE\WILEY275.L
.alpha.-Terpinene $$ 1,3-Cyclohexa 24988 000099-86-5 83
.alpha.-Terpinene $$ 1,3-Cyclohexa 24978 000099-86-5 83
ALPHA.-TERPINENE 25417 000000-00-0 83

5 12.58 11.46 C:\DATABASE\WILEY275.L
Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien-3- 108178 007212-44-4 91
3,7,11-trimethyl-3-hydroxy-6,10-do 163589 107697-30-3 83
TRANS-.BETA.-FARNESENE 89697 028973-97-9 62

6 12.69 5.91 C:\DATABASE\WILEY275.L
1-(3,5-Dimethyl-2-pyrazinyl)-1-eth 35266 000000-00-0 46

1-(3,5-DIMETHYL-2-PYRAZINYL)-1-ETH 35258 000000-00-0 46
Acetamide, N-(4-aminophenyl)- (CAS 35231 000122-80-5 38

Tue Mar 10 09:47:28 2009
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Figura 32. Cromatograma para la maceracion estatica a 78 °C.

Abundance

TIC: 5570.D
8000000 11.09

7000000 +
6000000 4
5000000 -
4000000 -
3000000 4
2000000 4

8.21
1000000

I

oLt e

Time--=>

Information from Data File:
File: C:\HPCHEM\1\DATA\5570.D
Operator:  FPM
Date Acquired: 9 Mar 09 14:40
Method File: RAFAEL
Sample Name: 5570 MEE 3
Misc Info:
Vial Number: 1

Search Libraries: C:\\DATABASE\WILEY275.L Minimum Quality: 0

Unknown Spectrum: Apex
Integration Events: Chemstation Integrator - autointl.e

Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual

1 8.2124.05 C:\DATABASE\WILEY?275.L
dl-Limonene $$ Cyclohexene, 1-meth 25058 000138-86-3 97
LIMONENE 25358 000138-86-3 96
Cyclohexene, 1-methyl-4-(1-methyle 25062 005989-27-5 95

2 8.84 6.57 C\DATABASE\WILEY275.L
Linalool $$ 1,6-Octadien-3-ol, 3,7 40045 000078-70-6 95
Tricyclene $$ Tricyclo[2.2.1.0(2,6 25280 000508-32-7 87
L-LINALOOL 40556 000078-70-6 87

160

T T f L L wn‘ — 1 T
8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00



3 9.80 5.45 C:\DATABASE\WILEY275.L
(-)-.ALPHA.-TERPINEOL 40555 010482-56-1 91
Linalyl propionate $$ 1,6-Octadien 95759 000144-39-8 91
3-Cyclohexene-1-methanol, .alpha., 40175 000098-55-5 90

4 10.22 3.49 C:\DATABASE\WILEY275.L

linalyl acetate 80869 000115-95-7 90
1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimethyl-, 156000 007149-26-0 86
LINALYL ACETATE 80902 000115-95-7 86

5 11.09 58.39 C:\DATABASE\WILEY275.L
ALPHA.-TERPINENYL ACETATE 80897 000080-26-2 91
1-P-MENTHEN-8-YL ACETATE $$ 3-Cycl 80735 000080-26-2 91
ALPHA.-TERPINENYL ACETATE 80881 000080-26-2 91

6 12.58 2.05 C:\DATABASE\WILEY275.L
Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien-3- 108178 007212-44-4 90

d-Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien- 108171 000142-50-7 80
NEROLIDOL ISOMER 108169 000142-50-7 80

Tue Mar 10 12:15:43 2009
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Figura 33. Cromatograma para la maceracion dinamica a 78 °C.

Abundance

TIC: 5564.D
11.07

3000000 -
2500000 -
2000000 -
1500000 -

1000000 -
8.19

ﬂ8_83'3%1
1

500000 -
12.57

ol——rd Al A

B e e e ) B e B A s e e L B B N e
8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Time-->

Information from Data File:
File: C:\HPCHEM\1\DATA\5564.D
Operator:  mca
Date Acquired: 4 Mar 09 8:58
Method File: RAFAEL
Sample Name: 5564 mwed 3
Misc Info:
Vial Number: 1

Search Libraries: C:\DATABASE\WILEY275.L Minimum Quality: 0

Unknown Spectrum: Apex
Integration Events: Chemstation Integrator - autointl.e

Pk# RT Area% Library/ID Ref# CAS# Qual
1 8.1925.83 C:\DATABASE\WILEY?275.L
I-LIMONENE 25371 005989-54-8 98
LIMONENE 25367 000138-86-3 97
LIMONENE 25358 000138-86-3 96

2 8.83 7.29 C:\DATABASE\WILEY275.L
.DELTA.3-Carene $$ Bicyclo[4.1.0]h 25251 013466-78-9 87
(-)-.BETA.-PINENE $$ 6,6-DIMETHYL- 25228 000127-91-3 55
.DELTA.3-Carene $$ Bicyclo[4.1.0]h 25248 013466-78-9 55
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3 9.78 5.88 C:\DATABASE\WILEY275.L

(-)-. ALPHA.-TERPINEOL 40555 010482-56-1 86
.gamma.-terpinene 25328 000099-85-4 83
.alpha.-TERPINEOL 40614 000098-55-5 72

4 10.21 3.33 C:\DATABASE\WILEY275.L
.beta.-Myrcene $$ 1,6-Octadiene, 7 24936 000123-35-3 87
2-.BETA.-PINENE $$ Bicyclo[3.1.1]h 25224 000127-91-3 74
2-.BETA.-PINENE $3 Bicyclo[3.1.1]h 25218 000127-91-3 74

5 11.07 55.76 C:\DATABASE\WILEY275.L

ALPHA.-TERPINENYL ACETATE 80881 000080-26-2 91
ALPHA.-TERPINENYL ACETATE 80897 000080-26-2 91

ALPHA.-TERPINENE 25417 000000-00-0 83

6 12.57 1.89 C:\DATABASE\WILEY275.L
trans-.beta.-Farnesene $$ (E)-.bet 89123 000502-60-3 74
.beta.-Farnesene $$ 1,6,10-Dodecat 89127 018794-84-8 74
Nerolidol $$ 1,6,10-Dodecatrien-3- 108177 007212-44-4 68
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APENDICE G
Diagramas de procesos y cursos

Figura 34. Diagrama de causa y efecto de un proceso de extraccion solido-liquido
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Figura 35. Diagrama de cursos
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