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1 Introduccion

Las microondas son ondas electromagnéticas a frecuencias entre 300 y 300,000 megahercio
(MHz) con longitudes de onda correspondientes de 1 a 0.001 m, respectivamente (Cooper,
2009); a muy baja frecuencia, la aplicacion principal es la generacion de energia, la
transmision y el consumo. La frecuencia de radio (de 535 kHz a 890 MHz) se utiliza para la
transmision de radio y television. A muy alta frecuencia, una de las principales aplicaciones
es la ingenieria nuclear (Chizoba et al, 2017). De acuerdo con Luan et al., (2016), la
frecuencia del magnetron en el patron de calentamiento en un horno de microondas

doméstico es de 2.44 a 2.48 GHz (Figura 1).

Frecuencia = Hertz (Hz)
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Figura 1. Frecuencias a distintas escalas; frecuencia de un horno de microondas
doméstico, Luan et al., (2016).

El horno de microondas se ha utilizado ampliamente en todo el mundo para calentar,
recalentar, cocinar e incluso asar alimentos domésticos, (Liu ez al., 2014). Fue inventado en
1945 por el americano Percy Le Baron Spencer. En un primer momento era de dimensiones
muy grandes y se usaba principalmente en hospitales y comedores militares, hasta que en
1967 se llevo a cabo una version nueva adaptado al domicilio (Guardefio Ligero, 2013).

Consiste esencialmente en un sistema de suministro de energia (transformadores y circuitos



electronicos de acondicionamiento de energia), una fuente de energia de microondas,
generalmente un magnetron, genera la energia de microondas, con su antena de radiacion,

una guia de ondas y una cavidad de aplicador / calefaccion (Atuonwu & Tassou, 2018),como

se puede observar en la Figura 2.
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Figura 2. Partes de un horno de microondas. Imagen obtenida de http://cort.as/-Iytu -
30/05/19.

Las ondas producidas por el magnetrén del microondas se fundamentan en la interaccion de
las moléculas de alimentos con las microondas inducira la friccion molecular atribuida a la
ruptura del enlace de hidrogeno asociado con las moléculas de agua y la migracion i6nica de
sales libres en un campo eléctrico de polaridad que cambia rapidamente (Lidia et al., 2017).
El calentamiento de los alimentos por la energia de microondas se logra tanto por la absorcion
y por la rotacion de las moléculas de agua dipolar y la traduccion de los componentes i6nicos

de los compuestos (Ohlsson & Bengtsson, 2001).

Las tecnologias avanzadas de procesamiento de alimentos, como el calentamiento por
microondas, han experimentado una mayor popularidad, como alternativas a los métodos de
procesamiento convencionales para diversas aplicaciones en la industria alimentaria

(Chizoba Ekezie et al., 2017); la coccidn o calentamiento por microondas puede retener altos



niveles de componentes bioactivos, actividad antioxidante y color atractivo de las verduras,
al cocinar sin agua o con una pequefia cantidad de agua (Guo et al., 2017), ademas, el

calentamiento por microondas reduce el tiempo de procesamiento (Tang et al., 2018).

En lo que respecta a la extraccion con solventes convencionales, un mayor volumen de
solvente generalmente puede disolver los ingredientes bioactivos de interés de manera mas
efectiva y conducir a un mayor rendimiento de extraccion( Zhang et al., 2011). La aplicacion
de microondas a mezclas de muestras de plantas con etanol / agua y metanol / agua ha dado
mejores rendimientos y mas rapidos tiempos de procesamiento cuando se producen extractos
que contienen compuestos bioactivos en comparacion con los métodos convencionales, como
la extraccion por reflujo térmico (Lidia et al., 2017). Por otro lado, Chemat y colaboradores
(2015); mencionan que la extraccion sin disolventes también reducen el tiempo de extraccion
y la degradacion de compuestos naturales. La extraccion asistida por microondas (EAM) se
reconoce como una técnica eficaz para obtener aceites esenciales y compuestos naturales

(Amarni & Kadi, 2010; Franco-Vega et al., 2019).



2  Marco teorico

2.1 Maceracion
Es una técnica utilizada en la elaboracion del vino y ha sido adoptada y ampliamente utilizado

en la investigacion de plantas medicinales, en este método convencional, el calor se transfiere
por conveccion y conduccion, la eleccion de solvente determina el tipo de compuesto que se
extraerd (Azwanida, 2015). Los objetivos de la maceracion son crear y extraer, dentro de la
solucion, compuestos necesarios como azucares fermentables, aminoacidos, vitaminas, etc.

(Pino Hurtado et al., 2018)

Se entiende por maceracion al contacto prolongado durante cierto tiempo de la planta con el
solvente constituyendo un conjunto homogéneamente mezclado en el cual el solvente actia
simultaneamente sobre todas las proporciones de la muestra, circulando a través en todas las
direcciones y sentidos y disolviendo sus principios activos hasta producirse una
concentraciéon en equilibrio con la del contenido celular, principalmente utilizada para

muestras rigidas, tallos y raices (Carrion Jara & Garcia Gémez, 2010).

De acuerdo con Lopez-Luengo (2007) el liquido de inmersién se prepara colocando el
medicamento previamente pesado en un recipiente opaco a temperatura ambiente y
agregando la cantidad necesaria de agua. Se deja reposar en un lugar oscuro durante el tiempo
requerido. Generalmente, si se trata de partes blandas (como flores y hojas), el tiempo de
inmersion es de unas 12 horas; si son partes duras (como raices y corteza), el tiempo de
inmersion es de 24 horas. Pasado este tiempo, se filtro el liquido resultante. Por lo general,
use de 20 a 50 gramos de medicamento por litro de agua y tome de 2 a 3 tazas al dia. La
impregnacion es util para aquellos medicamentos cuyos ingredientes activos no son labiles
al calor. A veces, se realiza la inmersion para ablandar los tejidos vegetales y luego se realiza

la decoccion.

2.2 Extraccion en alambique

De acuerdo con Ambuludi Gualan (2014) el término alambique se aplica al recipiente en el
que se hierven los liquidos durante la destilacion, pero a veces se aplica al aparato entero,
incluyendo la columna fraccionadora, el condensador y el receptor en el que se recoge el
destilado. Este término se exttiende tambien a los aparatos de destilacion destructiva o

craqueo. Los alambiques para trabajar en laboratorio normalmente son de cristal, pero los



industriales sulen de hierro o acero, en los casos que el hierro podria contaminar el producto
se usa a menudo el cobre. Para considerarse un destilador es necesario tener las siguientes
partes: Quemador, retorta o matraz de fondo redondo, cabeza de destilacion, termometro,

refrigerante, entrada y salida de agua (Figura 3) .
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Figura 3. Partes de un alambique. Imagen obtenida de: https://alambiques.top/.

El alambique, es un artefacto que se utiliza para obtener distintos tipos de destilados. Los
estudiosos de la historia del aguardiente coinciden en sefalar la presencia de los alambiques
en las vifias o centros productivos dedicados a producir los alcoholes, pero por lo general, sin
entregar mayores datos sobre esas alquitaras; con frecuencia, solo se menciona el material
con que estan fabricados (cobre) y, en algunos casos, el valor de tasacion (Lacoste et al.,

2016).

2.3 Extraccion asistida por microondas (MAE)

De acuerdo con Destandaua et al., (2013) el uso de la energia de microondas fue mencionado
por primera vez por Abu-Samra en 1975. Usaron hornos domésticos en el laboratorio para el
tratamiento de muestras biologicas para el andlisis de trazas de metales. La primera patente
para la extraccion de un producto natural usando microondas fue presentada por Pare en

1995. Inicialmente empleado como método de digestion para diferentes tipos de muestras,



como matrices ambientales, biologicas y geologicas, la extraccion por microondas es ahora

ampliamente aceptada para extraer productos naturales de materiales vegetales.

Las extracciones se realizan en recipientes cerrados o abiertos donde la muestra y el
disolvente se combinan y luego se exponen a la energia de microondas. El tiempo de
extraccion se reduce significativamente cuando se aplica MAE porque con microondas la
mezcla de muestra / solvente se calienta directamente, mientras que, con las técnicas de
extraccion clasicas, se necesita un periodo finito para calentar el recipiente antes de que el

calor se transfiera a la solucion (Llompart ez al., 2019).

El microondas es una onda electromagnética de frecuencia no ionizante (radiacion
electromagnética) con una frecuencia de 0,3 a 300 GHz. Debido a sus propiedades
electromagnéticas, el microondas tiene un campo eléctrico y magnético vertical. EI campo
eléctrico proporciona calentamiento a través de dos mecanismos simultaneos, a saber, la
rotacion del dipolo y la conduccion de iones (Delazar et al., 2012). Las microondas, debido
a los dipolos moleculares, provocan la rotacion de las moléculas (Figura 4), lo que resulta en
la ruptura de enlaces de hidrogeno débiles. Por tanto, los disolventes de alta viscosidad
reducen la rotacion de las moléculas y afectan los enlaces de hidrogeno débiles. Ademas, la
migracion de iones bajo la influencia de las microondas mejora la penetracion del disolvente

en la matriz de la planta y, por lo tanto, se facilita la disolucion de los componentes extraibles.

Calentamiento conductivo Calentamiento por microondas

Figura 4. Proceso de calentamiento por microondas. Imagen obtenida de:
https://acortar.link/idO8;.



La capacidad de absorber energia de microondas depende del material. La absorcion de
energia esta relacionada con el factor de pérdida dieléctrica, que es funcion de la constante
dieléctrica del material. Generalmente, los materiales polares tienen un factor de pérdida
dieléctrica mas alto que los materiales no polares y, por lo tanto, tienden a absorber las
microondas con mayor eficacia (Desrosiers et al., 2009). Al utilizar MAE se pueden obtener
diferentes compuestos de interés, Reddy et al., (2020) menciona que, en el primer paso, las
sustancias flavonoides se desprenden de los sitios activos de la matriz de la muestra a alta
presion y temperatura; en el segundo paso, la difusion del solvente tiene lugar a través de la
matriz de la muestra; y en el tercer paso, la matriz de la muestra libera los flavonoides activos
en el disolvente. El procedimiento MAE extrae los flavonoides bioactivos con mejores
recuperaciones en tiempos de extraccion rapidos que los procedimientos de extraccion

convencionales.

2.3.1 Magnetron

El desarrollo industrial de magnetrones de cavidad y el posterior desarrollo de radares de
microondas terrestres y aéreos de alta potencia parecen ser casos tipicos de "gran
innovaciéon", a saber, segin la definicion comuinmente utilizada por los historiadores
técnicos, esta invencion dio lugar a un uso practico y rentable, satisfaciendo ciertas
necesidades reconocidas de nuestra sociedad. La Universidad de Birmingham implement6 la
primera version de alta potencia del dispositivo de microondas, que es facil de replicar y
adecuado para la produccion en masa. Dos investigadores del equipo de investigacion de
Oliphant, John T. Randall y Henry A. H. Boot, mejoraron el magnetron de la cavidad. El 21
de febrero de 1940, su equipo experimental se selld con cera y se conecté permanentemente
a una bomba de vacio, y oscil6 a una longitud de onda de 9,8 cm, produciendo una potencia
muy grande de 400 W, dos o6rdenes de magnitud mas alta que los niveles disponibles

anteriormente (Blanchard et al., 2013).

De acuerdo con Hok (1950) todos los tipos de magnetron tienen en comun las siguientes
caracteristicas principales (Figura 5): 1. Un catodo que proporciona los electrones necesarios
a través de emision termoidnica, emision secundaria o una combinacién de ambas;
generalmente es cilindrico, pero ocasionalmente puede ser de alambre recto o espiral. cable.

2. El anodo cilindrico coaxial con el catodo forma el limite exterior del espacio de interaccion



anodo-catodo. El 4nodo esta dividido en multiples partes por ranuras axiales. 3. Un sistema
o circuito resonantes en el cual el 4nodo o seccion del anodo es parte de €l y se usa como
terminal de entrada, se determina la frecuencia de oscilacion y se proporciona un dispositivo
para transmitir energia al terminal de salida. 4. Un imdn para mantener un campo magnético

axial constante y sustancialmente uniforme en el espacio de interaccion.

GUIADEONDA-""  SHPORTE
ANTENADESALIDA _ DECERAMKA
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IMAN
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= FILAMENTO
ANILLOS DE : DELCATODO

CINCHOO
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PUNTAS DEL TERMINALES CON
FILAMENTO YCATODO CAPACITORES DERF

Figura 5. Partes de un magnetron. Imagen obtenida de: https://acortar.link/RIA8m.

De acuerdo con Berekyakaleb (2011) un circuito calienta el filamento y la camisa, al punto
de emitir electrones (efecto termoionico), El campo magnético producido por los imanes,
alcanza aproximadamente 1000 G, hace que los electrones sigan una trayectoria en forma de
espiral, esta desviacion de los electrones depende de la intensidad del campo magnético, los
electrones, viajan con una trayectoria curva, volviendo a su punto de partida sin tocar el
anodo, ya que el campo es suficientemente intenso, cuando un electron se aproxima a uno de
los segmentos entre las cavidades, se induce una carga positiva en ese segmento, pero
conforme pasa y se va alejando esa carga positiva se reduce. Sin embargo; el electron al
continuar su trayectoria hara lo mismo en el siguiente segmento, quedando ahora el anterior

polarizado negativamente.

Por lo tanto, se induce una corriente alterna en las cavidades. Cuando se produce este efecto,
las cavidades ahora seran cavidades resonantes, esta nube de electrones, actia como una
fuente de alimentacioén de las cavidades, las cuales generan de esta manera una oscilacion
continua y uniforme; a su vez, la energia generada en este proceso se libera por la antena.
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Esto ocurre cuando los electrones de la antena viajan hacia arriba y hacia abajo a la frecuencia
de las cavidades resonantes, originandose alrededor de ella una onda electromagnética a la
frecuencia 2,45 GHz (microondas) que se transporta mediante una guia de onda al interior

del horno (Mahmud, 2019).

2.3.2 Diseiios de equipos MAE
Contreras Flores (2010) disefid y ensambl6 un equipo de la siguiente manera: Como cuerpo
principal se tiene el horno de microondas, en el interior se encuentra una camara de

extraccion, en ¢l se introduce la materia (Figura 6).

Figura 6. Interior de microondas. Imagen obtenida de: https://acortar.link/G706q.

Mediante un tubo elevador situado desde el reactor hasta el exterior del horno de microondas
se manipula el vapor, a través del tubo circulard un flujo de vapor hasta el condensador tipo
recto, el tubo elevador esta unido al balero y la ubicacion del tubo es en forma perpendicular
con respecto al plato giratorio, una vez que el vapor circula por el refrigerante, se condesara

para después ser recolectado con ayuda de un refrigerante de 30 cm de tipo recto, ademas,

10



sellaron las uniones entre el balero y el tubo elevador con pegamento de caracteristicas

especiales (Figura 7).
Salida__
s Tapdn
I
Horno de
y Hicroondas
a luz\w:\

Figura 7. Diseio final de equipo de extraccion adaptado por Contreras

Flores (2010). Imagen obtenida de: https://acortar.link/G706q.

Por otra parte, Rojas-Olivos, 2009 ensamblaron el equipo de la siguiente manera: como
cuerpo principal utilizaron un microondas de la marca Samsung, dentro de €l se ubicé una
camara la cual tendra en su interior la muestra que se desea investigar, se conectd un tubo el
cual dirige los vapores a dos condensadores tipo rosario de 30 cm, ambos condensadores

estan unidos con un conector tipo “y” donde concentrara el solvente (Figura 8).

Figura 8. Equipo de extraccion adaptado por Rojas-Olivos (2009).
Imagen obtenida de: https://acortar.link/fLIN.
11



Golmakani & Rezaei (2008) modificaron un horno microondas doméstico (NN-S674MF,
Panasonic, Japon, 32 I, 1100 W; variable en incrementos de 110 W, 2,45 GHz). Las
dimensiones de la cavidad revestida con PTFE del horno microondas fueron 22,5 cm 37,5
cm 38,6 cm. El matraz se instaldé dentro de la cavidad del horno microondas y se usé un
condensador en la parte superior (fuera del horno) para recolectar los aceites esenciales

extraidos (Figura 9).

condensador

s —

Aceite esencial -+ _J

Fase acuosa

Tubo de reflujo ——
de agua =4

Microondas——

Matraz

Material ¥
solvente

Figura 9. Aparato de hidrodestilacion asistido por microondas. adaptado por Golmakani &

rezaei (2008). Imagen obtenida de: https://acortar.link/vcZq6.

2.4 Parametros que afectan el proceso MAE

Los parametros mas comunmente estudiados para la optimizacion de las condiciones de
extraccion son: composicion y volumen del disolvente, temperatura, presion (en equipos de
vasos cerrados), potencia de microondas, tiempo de extraccion y caracteristicas de la matriz

(Barrera Vazquez, 2015)

2.4.1 Disolvente

La correcta eleccion del disolvente es fundamental para obtener un proceso de extraccion
eficaz. Esta eleccion depende de la solubilidad del analito, la interaccion entre el disolvente
y la matriz de la planta y, finalmente, las caracteristicas de absorciéon de microondas del
disolvente. El solvente de extraccion en aplicaciones MAE debe ser polar para absorber

energia de microondas. El metanol y el acetato de etilo son los solventes mas cominmente

12



usados. Para reemplazar los disolventes organicos, se utiliza 1 L de solucion acuosa hidréfila
(en lugar de 1 L puro) como disolvente de extraccion en MAE (Pacheco-Fernandez & Pino,
2020). El éxito de esta tecnologia esta relacionado con la alta temperatura y el disolvente o
mezcla de disolventes utilizada. La eleccion del recipiente (cerrado o abierto) depende
principalmente del valor épsilon del solvente utilizado: si el valor épsilon del solvente es alto,
un recipiente cerrado debe ser la primera opcion, en el cual el solvente se calienta a un nivel
mucho mas alto que su punto de ebullicion. Si el disolvente tiene un valor épsilon bajo, el
modo de lata abierta dara como resultado la extraccion de componentes con un valor épsilon
mas alto de la muestra, que entraran en el ambiente frio circundante. MAE generalmente usa
una pequefia cantidad de disolvente, por lo que se considera "verde" "tecnologia (Costa,

2016).

2.4.2 Temperatura/ presion

La potencia del microondas y la temperatura de operacion estan muy relacionadas entre si,
por lo que se debe prestar especial atencion cuando se trabaja con sistemas de recipientes
cerrado (Barrera Vazquez, 2015). Los fendmenos de transmision de calor, conveccion y
cambio de fase han sido estudiados para analizar su influencia sobre la temperatura que
alcanzan los cuerpos. El fendmeno de avalancha térmica tiene una gran importancia en el
tratamiento de algunos materiales, sobre todo aquellos cuyas pérdidas dieléctricas crecen con
la temperatura, por lo que ha sido analizado junto con las técnicas que pueden utilizarse para
evitar su aparicion. En los sistemas de calentamiento por microondas el incremento de
temperatura de la muestra viene determinado por la potencia absorbida por el aplicador, y
por tanto un control preciso de esta potencia es vital en el control de la temperatura (Plaza

Gonzalez, 2015).

2.4.3 Naturaleza de la matriz

El tamaio de particula del material procesado y el estado en el que se presenta pueden tener
un efecto importante en los porcentajes de recuperacion de los compuestos de interés. La
velocidad de transferencia de la masa desde la superficie del solido es directamente
proporcional al area de la interfase solido-liquido, es decir; cuanto menor sea el tamafio de
particula, mayor es la tasa de transferencia de soluto a la disolucion y la eficiencia de

extraccion (Arroyo Sanchez, 2016)
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Por otro lado, debido a que el soluto deseado no siempre se encuentra en la superficie de las
células vegetales, la reduccion del tamafio de particula favorece la extraccion en gran medida
cuando se trata de analitos que se encuentran almacenados en los espacios intracelulares,
capilares o estructuras celulares, es importante considerar que un sélido finamente dividido

puede dificultar el flujo de la disolucion (Chanioti ef al., 2015).

Dong et al., (2014) demostraron que existe una clara diferencia en el rendimiento de
vainillina al emplear frutos curados molidos y troceados como materia prima, entre menor
sea el tamafio de particula, mayor sera el contenido de vainillina extraida, pues mayor
superficie de transferencia aumenta la elusion externa desde la superficie al disolvente y

disminuye la difusion interna, facilitando la transferencia de masa del soluto al disolvente.

2.5  Extractos naturales

Los extractos naturales se pueden obtener de fuentes animales y vegetales. Los extractos se
pueden clasificar de varias maneras, cualquiera que sea el medio principal de extraccion,
existe invariablemente un procesamiento adicional para obtener el extracto requerido

(Ashurst, 2012).

Los extractos de plantas contienen principalmente compuestos fendlicos como flavonoides,
acidos cindmicos, cumarinas, acidos fenolicos , lignanos y taninos, todos los cuales tienen
actividad antioxidante y son probablemente responsables de disminuir los niveles de toxinas

(Morales et al., 2014).

2.5.1 Parte de las plantas utilizadas en la extraccion

De acuerdo con Carreno-Hidalgo, 2016 se pueden obtener distintos compuestos dependiendo
de la parte de la planta que se utilice. Por ejemplo: Hojas, semillas, raiz y tallo entre otras,

cada una se puede emplear de maneras distintas.

2.5.1.1 Hojas

Los extractos de hojas de plantas, son obtenidos para concentrar los metabolitos y/o
fitoquimicos secundarios presentes en dichos vegetales, entre los que se encuentran
alcaloides, polisacaridos, terpenoides, saponinas y compuestos fenolicos (acidos fendlicos y

flavonoides); los cuales poseen actividad anti alergénica, antifungica, antiinflamatoria,
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antihipertensiva, antiviral, antitumoral y anticancerigena, asi como la capacidad de inhibir

radicales libres y retardar el crecimiento microbiano (Ramirez-Rojo et al., 2016).

2.5.1.2 Semillas

Las semillas de algunas plantas son de interés por su alto contenido de aceite, tal es el caso
de aceite vegetal es un compuesto organico obtenido a partir de semillas u otras partes de las
plantas en cuyos tejidos se acumula como fuente de energia, se pueden extraer aceites de
distintas semillas, por ejemplo; aceite de oliva (Guillén et al., 2009), aceite de girasol
(Dominguez et al., 1995; Angiolillo et al., 2015), aceite de linaza (Héctor, 1946; Lucero,
2010), aceite de moringa (Gémez et al., 2016), aceite de vainilla (Peredo et al., 2009), entre
otros. El uso de solventes es efectivo, asi como capaz de extraer la mayor cantidad de aceite

contenido en semillas.

2.5.2 Meétodos de extraccion

En la extraccion de compuestos naturales se utilizan diferentes disolventes en diferentes
condiciones, como el tiempo y la temperatura de extraccion. En los componentes bioactivos
extraidos de las plantas es esencial su separacion de los compuestos extractivos. El
fraccionamiento adicional de los compuestos extraidos se realiza en funcion de su acidez,

polaridad o tamafio molecular(Altemimi ef al., 2017)

2.5.2.1 Destilacion por arrastre de vapor

Se lleva a cabo la vaporizacion selectiva del componente volatil de una mezcla formada por
éste componente y otros no volatiles por medio de la inyeccion de vapor de agua directamente
en el seno de la mezcla, formando otra fase inmiscible que cedera su calor latente a la mezcla
a destilar para lograr su evaporacion, teniendo la presencia de dos fases inmiscibles a lo largo
de la destilacion, cada liquido comportdndose como si el otro no estuviera presente (Peredo

et al., 2009)

2.5.2.2 Extraccion con disolventes

Los disolventes utilizados para la extraccion de biomoléculas de las plantas se eligen en

funcion de la polaridad del soluto de interés. Un solvente de polaridad similar al soluto
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disolvera adecuadamente el soluto. Se pueden usar multiples solventes secuencialmente para

limitar la cantidad de compuestos analogos en el rendimiento deseado (Altemimi et al., 2017)

2.5.2.3 Extraccion por fluidos super criticos

La extraccion de agua subcritica, también conocida como extraccion de agua caliente, es un
proceso por el cual el agua se mantiene en su estado liquido mediante el uso de altas
temperaturas, que estan dentro del rango de 100-374 © C. y presion. El agua es un disolvente
polar con una constante dieléctrica cercana a 80 a temperatura ambiente, pero este valor

disminuye a ~30 cuando la temperatura aumenta a 250°C. ° C (Yahya et al., 2018).

2.5.2.4 Extraccion por ultrasonido

El efecto mecanico de la cavitacion acustica del ultrasonido aumenta el contacto superficial
entre los disolventes y las muestras y la permeabilidad de las paredes celulares. Las
propiedades fisicas y quimicas de los materiales sometidos a ultrasonido se alteran y rompen
la pared celular de la planta; facilitando la liberacion de compuestos y mejorando el

transporte masivo de los solventes a las células vegetales (Azwanida, 2015).

2.5.2.5 Extraccion por microondas

La funcidon y forma de extraccion del microondas es debido al magnetron con las microondas
producidas para el calentamiento de un producto, el calentamiento en material vegetal seco
es el minuto microscopico de humedad que se produce en las células vegetales. El
calentamiento de esta humedad dentro de la célula vegetal debido al efecto de microondas
produce evaporacion y genera una tremenda presion en la pared celular. La pared celular se
empuja desde el interior debido a la presion y la pared celular se rompe. De este modo, se
produce la exudacion de los constituyentes activos de las células rotas, lo que aumenta el

rendimiento de los fitoconstituyentes(Tatke, 2011).

De acuerdo a Kalaiselvi et al., (2018), para la extraccion de moringa oleifera lam, el método
de sintesis por microondas ofrece ventajas que otras técnicas no, debido al excelente control
de la composicion, la alta homogeneidad a nivel molecular, la menor temperatura de

cristalizacion y la posibilidad de producir nanorods ultrafinos
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Por otro lado, Longares-Patron & Caifiizares-Macias (2006), mencionan que los resultados
obtenidos fue mejor el método de microondas que por la Norma Mexicana, NMX-FF-074-
1996; se obtuvo un aumento de 50 y 41% en las concentraciones de vainillina y p-
hidroxibenzaldheido, respectivamente, con respecto al método oficial. Por otro lado,
utilizando la energia de microondas enfocada, el tiempo de extraccion es de solo 70 minutos

y con el método oficial se demora por 3 dias.

2.5.3 Vainilla (Vanilla planifolia)

También conocida como vainilla “mexicana” o “Bourbon”, es una especie originaria de
Mesoamérica, es una planta trepadora, hemiepifita o terrestre de la familia de las
orquideas(Hernandez et al., 2011 ). La planta de vainilla es una orquidea perenne, terrestre,
trepadora, de tallo flexible, cilindrico, simple o ramificado, de color verde brillante, esta
constituido de 10 a 15 cm de longitud, de uno a dos cm de didmetro, con hojas alternas,
dispuestas en zigzag y las guias pueden llegar a medir hasta 50 m de longitud (Vargas &
Géamez 2014).La vainilla es un aromatico originario de México y actualmente es uno de los
productos mas demandados en la industria refresquera y culinaria, la vainilla mexicana tiene
un alto potencial de mercado (Sagarpa, 2017).La vainilla natural contiene cerca de 250
compuestos adicionales, que le confieren unas caracteristicas organolépticas diferentes y
exquisitas, como acido de vainilla, alcohol de vainilla, ésteres de acido de canela, p-
hidroxibenzoaldehidos, sustancias aromatizantes y saborizantes, azucares, resinas,

sustancias flemosas, taninos y grasas (Gomez, 2014).

3 Antecedentes

Un estudio sobre la extraccion de catequina de frutos de Arbutus unedo L. utilizando técnicas
de extraccion por maceracion, asistida por microondas y ultrasonido mostraron que la
extraccion asistida por microondas (MAE) fue la mas efectiva, pero se aplico una temperatura
mas baja en la maceracion con rendimientos de extraccidon casi idénticos, lo que se puede

traducir en beneficios economicos (Alburquerque et al., 2017).

Cuji¢ et al., (2016) lograron altos rendimientos de fenoles y antocianinas totales de la fruta

chokeberry en una condicion optimizada con 50% de etanol, una relacion solido-solvente de

17



1:20 y un tamafio de particula de 0,75 mm, lo que sugirié que la maceracion era un método

simple y efectivo para la extraccion de compuestos fendlicos de la fruta chokeberry.

Jin et al (2014) mencionan que, las hojas de Cajanus cajan se utilizan en la medicina popular
china para el tratamiento de la hepatitis, la varicela y la diabetes. Los flavonoides son los
compuestos bioactivos. compararon las tasas de extraccion de orientoside, luteolina y
flavonoides totales de las hojas de C. cajan mediante el método asistido por microondas,
extraccion por reflujo, extraccion asistida por ultrasonido y extraccion por maceracion. Se
encontrd que la eficiencia de extraccion de orientoside, luteolina y flavonoides totales fue la

mas baja en el método de extracto de maceracion.

Jovanovi¢ et al., (2017) evaluaron la eficiencia de extraccion de polifenoles de Serpylli
herba utilizando diversas técnicas de extraccion (maceracion, extraccion asistida por calor y
extraccion asistida por ultrasonidos). Con base en el contenido de polifenoles totales, la
extraccion asistida por ultrasonidos produjo el mayor rendimiento total de flavonoides y no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la maceracion y la extraccion

asistida por calor.

Dong-Lin et al.,, (2019) utilizaron céscara de naranja para extraer pectina a través de
extraccion asistida por microondas y surfactante (S-MAE), optimizaron las condiciones de
extraccion, teniendo en cuenta el tiempo de irradiacion, la relacion liquido-solido y el uso
de Box-Behnken. Disefiado para pH, contenido de &acido galacturénico y grado de
esterificacion en pectina. Los resultados mostraron que en las condiciones 6ptimas (pH 1.2,
7.0 minutos y 21.5 v / p LSR), el rendimiento de pectina que obtuvieron fue 28.0 + 0.5%,
que estuvo cerca del valor predicho (31.1%). En segundo lugar, analizaron el efecto de los
tensioactivos en la extraccion de pectina por microondas. Entre los tensioactivos estudiados,
Tween 80 (8 g/ L, p/ v) aument6 el rendimiento de la pectina en un 17,0%. En comparacion
con la extraccion por solvente tradicional, S-MAE es un método de extraccion de pectina
novedoso y efectivo, que puede producir mayor (p <0.05) PY (32.8%), contenido de GA
(78.1%), DE (69. w (286,3 kDa).

Gomez et al., (2016) Extrajeron el aceite esencial de Acuyo mediante extraccion asistida por
microondas, en un horno microondas doméstico de 600 W y 2450 MHz apto para extraccion.

En un matraz de 1000 mL, colocaron 100 g de hojas de agua secas y trituradas y 300 mL de
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agua destilada, luego fue introducido en el horno microondas conectado al condensador a
través del sistema de recirculacion de agua fria. Seleccionaron las condiciones del horno
microondas durante 30 minutos al 80% de potencia (380 W) para calentar la mezcla de agua
y generar vapor. El vapor que se obtuvo al llegar al condensador se enfria y se convierte en
un extracto liquido, que se recibe en un matraz. Recuperaron el aceite esencial y midieron
su volumen con una micropipeta. Agregaron sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua
restante en el aceite; por ultimo, colocaron el aceite seco en una botella &mbar, cierre la tapa

y almacene en refrigeracion hasta el analisis.

Lixia et al., (2020) realizaron un estudio para evaluar los efectos del calentamiento por
microondas y hornos convencionales sobre la cantidad de cianuro de hidrogeno, propiedades
del aceite y proteinas, y compuestos volatiles de la linaza. Todos los tratamientos térmicos
redujeron eficazmente el contenido de cianuro de hidrogeno. En particular, el calentamiento
del horno a 150 © C durante 30 min aument6 el indice de peroxido en mas de 10 veces,
mientras que el calentamiento por microondas a 860 W durante 8 min solo provoco un ligero
aumento en el color similar. Ademas, ambos hornos calentando a 150 ° Cy el calentamiento
por microondas a 860 W aumentaron notablemente los tipos y cantidades de volatiles, como
pirazinas, alcanos, aldehidos, lo que podria deberse a la reaccion de Maillard y la oxidacion
de lipidos. Con base en el indice de analisis anterior, se realizd un analisis de componentes
principales (PCA) para analizar mas a fondo la calidad integral de las semillas de lino, lo
que indica que el calentamiento por microondas (860 W durante 8 min) y el calentamiento
en horno (150 © C durante 30 min) de las semillas de lino mostraron propiedades
similares. En conjunto, los resultados indicaron la viabilidad del tratamiento con microondas
como una alternativa al calentamiento en horno convencional para procesar las semillas de

lino.

Kastiukas et al., (2020) mencioan que para el desarrallo de prefabricados de hormigén
geopolimero mediante curado por radiacion en horno y microondas con evaluacion
ambiental, la duracion del curado se redujo considerablemente a través de radiacion de
microondas, que es favorable para la produccion de hormigén prefabricado geopolimérico
en la practica. indico que la disolucion de la sustancia que contiene Si y Al fue mejorado

enormemente a través de la radiacion de microondas en una etapa temprana. Mientras tanto,
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la formacion de gel de geopolimero y la rotura de los enlaces de hidrogeno en las moléculas
de agua también mejoraron, lo que llevo a un aumento de fuerza en un corto periodo de
tiempo. Ademads, como era de esperar, los geopolimeros preparados por GGBS en este
estudio también presentd mayores fortalezas que las contrapartes basadas en PFA no
reguladas bajo curado por microondas debido a las diferencias entre sus reactividades y fases
de hidratacion formadas bajo un ambiente alcalino. También se menciona que 350 Watts era
la potencia 6ptima de microondas en vista de las fortalezas reveladas por los dos tipos de
muestras de geopolimero, y los mayores poderes utilizados en el curado por microondas

condujeron a resistencias inferiores.

Pitolli Lyra et al., (2019) Mencionan que para preparar el bloque ceramico prepararon 44%
en masa de polvo de bagazo, extrudiendo y sinterizando entre 700 ° C y 1000 ° C. La
velocidad de calentamiento para sinterizar en un horno eléctrico es de 5 ° C/ min y un tiempo
de combustion de 60 minutos. En el horno de microondas, la velocidad de calentamiento es
de 50 ° C / min y el tiempo de combustion es de 10 y 20 min. Después de la sinterizacion,
las muestras se caracterizaron por la absorcion de agua, la densidad aparente, la resistencia
a la compresion y la microestructura. Los resultados mostraron que, en comparacion con la
sinterizacion en horno eléctrico, la sinterizacién por microondas promueve la mejora de la
resistencia a la compresion del bloque ceramico y la disminucion de la absorcion de agua,

lo que puede deberse al refinamiento de la microestructura.

Aguiae et al., (2020) mencionan que, la facil modificacion del horno microondas doméstico
mejorado puede controlar la pérdida de solvente durante la sintesis de la estructura
organometalica (MOF) MIL 100 y monitorear la temperatura de 88B bajo la condicion de
ausencia de acido fluorhidrico y caracteristicas unicas de HKUST-1 y MIL. Ademas, se
encuentra que, una mayor potencia de radiacion de microondas conduce a una mejor
estructura cristalina del material. Por lo tanto, configuraron la potencia de salida al 80%, lo
que mantendra una temperatura de 90 °© C. Los resultados también demostraron como
encontrar puntos calientes de microondas y aplicaron un método de bajo costo para
monitorear la temperatura durante el proceso de sintesis. Por MOF. Aunque HKUST-1 tiene
propiedades Unicas, esta simple modificacion muestra un método simple y econdémico para

producir MIL a baja temperatura y presion normal sin HF.
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4 Justificacion

La extraccion de compuestos naturales de interés asistido por microondas utiliza tecnologias
amigables con el medio ambiente, utiliza poco o nada de solventes obteniendo los mismos
compuestos que utilizando otros métodos convencionales, siendo una ventaja contra ellos.
Un horno de microondas cumple con los mismos principios que un equipo sofisticado de
microondas, por lo que no necesariamente debe ser costoso y sofisticado, en el fundamento
de este equipo no influye el tamafio del equipo, precio, tiempo y seguridad aséptica; se ha
demostrado que la extraccion por microondas ahorra tiempo y solventes en comparacion de
los métodos convencionales, en el método convencional se presenta una extraccion biféasica,
dependiendo que tipo de solventes se utilice seran los compuestos que se obtendran por la

polaridad de estos.

Los compuestos naturales extraidos por microondas pueden ser manipulados como aditivos
en el area de alimentos, brindando resultados positivos; el equipo de microondas es un equipo
que no requiere de un especialista para su operacion y ensamblado, ademas, puede ser
adaptable segun lo requiera la persona que lo utilice, siendo posible el ensamblado y la
instalacion del equipo en el Instituto Tecnoldgico Superior de Tierra Blanca para su

aprovechamiento.
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5 Objetivo General
Ensamblar y operar un equipo piloto para la extraccion asistida por microondas de

compuestos naturales.

5.1 Objetivos particulares

1. Ensamblar y operar un equipo de microondas para extraccion de compuestos
naturales.

2. Obtencion de extractos de Vainilla planifolia por métodos reportados y por
microondas.

3. Caracterizar estructural y fisicoquimicamente los extractos de Vainilla planifolia.

4. Comparar el proceso de extraccion por microondas con un método convencional

5. Delimitar las caracteristicas de los extractos obtenidos y su posible uso en el area de

los alimentos.
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6  Hipotesis
Se obtendra un rendimiento adecuado de un extracto natural obtenido por un equipo

ensamblado de extraccion por microondas

Disefio Experimental
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Se emple6 un disefio experimental completamente al azar (Tabla 1), utilizando el software
MINITAB 19® se realizo un andlisis de varianza (DOE) con un intervalo de confianza de
95%. Utilizando vaina de vainilla de segunda calidad de la Chinantla Oaxaca, se analizaron
dos tipos de muestra, una utilizando explosion por vapor y otra sin explosion, manipulando
1 gramo de vaina de vainilla en relacion solido-liquido (1:250), como solvente se utilizd
etanol al 60% en tiempos de 1, 3, 5 y 10 minutos, cada uno de los tiempos fueron sometidos

a dos potencias distintas (300 y 800 watts).

Tabla 1. Disefo experimental para la obtencion de extracto de vainilla.

Muestra: Vaina de vainilla (Vanilla planifolia)

Potencia (W)  Solvente  Tiempo (min)  Potencia (W) Solvente  Tiempo (min)

1 1
3 3
Agua Agua
5 5
10 10
1 1
3 3
Etanol 60% Etanol 60%
5 5
10 10
300 800
1 1
3 3
Etanol 80% Etanol 80%
5 5
10 10
1 1
3 3
Etanol 96% Etanol 96%
5 5
10 10
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8 Metodologia

8.1 Diseiio y ensamblado del microondas

Utilizando el programa EdrawMax 8.4® se realiz6 el disefio para el equipo de extraccion
(Figura 10) el cual consta de un microondas HAMILTON BEACH de 1000 watts de potencia
(A), un adaptador de 75° con dos conexiones macho y en la parte superior un termémetro (C)
para registrar la temperatura, de lado izquierdo se ensambl¢ el refrigerante liso de 45 cm de
largo (D), al final de este se colocd una boquilla de 24/40 esmerilado de 45°(E) que se
introduce al matraz exterior (F) para recuperar el solvente condensado, dentro del microondas
se colocd un matraz (G) en el cual se coloca cualquier tipo de solvente y muestra. Se utilizd
una bomba de agua marca AQUASUB de 230 L/h (H) sumergible acoplada a una manguera
de caucho de 75 cm (I) de largo que se vincula al refrigerante, mientras que en el otro orificio
del refrigerante lleva conectada una manguera de caucho de 60 cm (J) que regresa el agua al

recipiente con la bomba.

H
W (17
1 P

0 By

Figura 10. Disefio del equipo para extraccion por microondas.
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Teniendo en cuenta el centro del plato giratorio interior de microondas, se determina el centro
de la parte superior del microondas (Figura 11a). El condensador y el matraz interno se
conectaran a través de este centro. El escariado se utiliza para perforar las dos capas (Figura
11b). El rodamiento se coloca en la parte interior del horno de microondas (Figura 11c) se

fija con fibra de vidrio (Figura 11d) para resistir los cambios de temperatura.

Figura 11. Perforacion a microondas. a) Area central del plato giratorio, b) perforacion, c¢)

colocacion del rodamiento, d) fijacion del rodamiento con fibra de vidrio.

En la parte superior del microondas en la cual se realiz6 la perforacion se colocod un conector
en "Y" fijado con silicona (Figura 12a), un termdémetro en la parte superior del conector en
"Y", se utiliz6 silicona para evitar movimientos y posibles fugas de vapor , dicho termometro
tiene la funcion de controlar la temperatura. En la segunda boquilla del conector “Y” se

conect6 el refrigerante tipo liso, a manera que al condensar los vapores estos deslizaran por
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las paredes del refrigerante, para mantenerlo en su lugar se utiliz6 un soporte universal, y a
15 cm de altura se afnadio la pinza para sostenerlo (Figura 12b) , por altimo, en la boquilla
del condensador se agregd un conector de 45°, que conecta el sistema completo, para
mantenerlo sellado se utiliz6 un tapon con un agujero en el centro y asi, ser conectado al

matraz externo (Figura 12c¢).

Figura 12. ensamblado de material de cristal. a) conector tipo “Y”’, b) condensador

liso, ¢) conector de 45°.

8.2 Usoy manejo del equipo de extraccion

El equipo cuenta con funcion variable de potencia en rangos de 10% (100 W) a 100% (1000
W. Para seleccionar la potencia en el microondas (300 y 800 watts) es necesario seguir los
siguientes pasos: oprimir la opcion “tiempo de coccion”, después seleccionar el tiempo que

se desea (1, 3, 5, 10 minutos), el equipo esta regulado a su maxima potencia, pero para
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regularla se elige el nivel de poder (Tabla 2), si se desea interrumpir el proceso, se oprime la

opcidn empezar/pausa.

Tabla 2. Potencias reguladas por el tablero de 100 a 1000 watts

Numero Monitor Poder
1,0 100P 100%
9 90P 90%
8 80P 80%
7 70P 70%
6 60P 60%
5 50P 50%
4 40P 40%
3 30P 30%
2 20P 20%
1 10P 10%

Para montar el equipo, se colocan las piezas de cristal en su lugar se requiere colocar el
condensador en su posicion con apoyo del soporte universal y pinzas, por los orificios del
condensador se colocan dos mangueras de caucho para el transporte de agua fria (Figura 13a)
en lo que la bomba de agua suministra el agua fria. Colocamos nuestra muestra y solucion
dentro del matraz interno (Figura 13b) se conecta mediante un tapdn de caucho y un tubo de
13 mm al adaptador de temperatura por la parte interna del microondas (Figura 13c) por

ultimo se programa el tiempo y la potencia requerida para que realice su funcion.

Figura 13. Instalacion del equipo, a) sistema de enfriamiento, b) instalaciog8
de matraz interno, manipulacion de tiempo y potencia.



8.3 Maceracion

El proceso de separacion de componentes mas valiosos como terpenos y ésteres, toman
ventaja de la variacion de la solubilidad de las fracciones en un solvente particular, por
ejemplo, alcohol acuoso. El método presenta algunas desventajas, es lento y requiere mas
trabajo, sin embargo, necesita un equipo simple y poca energia es requerida para la
separacion basica. Se realizé una reduccion de tamafio a un centimetro de largo de vainas de
vainilla (Figura 14a), se pesaron 10 gramos de muestra y se colocaron en un matraz

Erlenmeyer con 100 mL de etanol al 60% (Figura 14b).

Biie
Figura 14. Proceso de maceracion, a) tamafio de muestra, b)
muestra con solvente.

Posterior al tratamiento, la solucion se colocd en una camara de conveccion térmica a 50 °C
por 40 horas consecutivas (Figura 15), como lo menciona la NMX-FF-074-1996. Finalmente,

la solucion fue filtrada y almacenada para realizar las pruebas necesarias.

Figura 15. Tratamiento de conveccion térmica. 29



8.4 Arrastre por vapor (Alambique de cobre)

En la destilacion al vapor intervienen dos liquidos: el agua y la sustancia a destilar. Estos
liquidos generalmente no son miscibles en todas las proporciones. En el caso extremo, es
decir, si los dos liquidos son totalmente insolubles entre si, la presion de vapor de cada uno
de ellos no se veria afectada por la presencia del otro. A la temperatura de ebullicion de una
mezcla de este tipo, la suma de las tensiones de vapor de los dos compuestos debe ser igual

a la altura barométrica.

Para el proceso de extraccion por arrastre por vapor se utilizé un alambique de cobre, ubicado
en el rancho San Martin (Figura 16a) con direccion: carretera Federal México-Puebla km

53.75, Santa Rita Tlahuapan, 74150 Puebla, Pue Figura 16b).

% Rancho Santa Rita @

{
4
Rancho San
§ ' Martin Lavanda \

»n» A ® Ranchio Los Clenosthedin
7

Figura 16. Ubicacion, a) rancho San Martin, b) direccion.

El equipo utilizado tiene una capacidad de 10 kg de muestra, consta de tres partes principales,
barril (Figura 17a): es un cilindro con sensores de temperatura, nivel de agua, presion, valvula
de alivio, pinzas de presioén y una tapa conica conectada a un tupo que dirige el vapor al
refrigerante. En la parte interior del barril se ubica una maya cilindrica con poros de un
centimetro de didmetro donde se coloca la muestra. Se coloco un kilogramo de muestra con
5 litros de solvente, agua, (Figura 17b). Antes de encender la fuente externa de calor, se
agrego agua fria al refrigerante (Figura 17¢) dentro del refrigerante se encuentra un serpentin
de cobre, el cual esta conectado a la tapa conica del barril, los vapores comienzan a
condensarse al entrar en contacto con el serpentin del condensador, en la parte inferior del

serpentin se encuentra un adaptador tipo “T” invertida el cual tiene funcion de no generar
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presion en el sistema. Otra pieza fundamental del alambique de cobre es el separador de fases
(Figura 17d), el cual se coloca en la parte inferior del conector tipo “T”, cuando comienza a
circular el hidrolato dentro del separador de fases es necesario tener un frasco de cristal,
preferentemente ambar, sobre el platillo en el cual se depositara el aceite esencial, mientras

que, la otra parte de solucion es ubicada en otro frasco. Posteriormente se procedio a encender

la fuente externa de calor, monitoreando la temperatura, la presion y la cantidad de solvente

X ‘";_  *~'

durante 150 minutos a 85 °C

Figura 17. Estructura del alambique de cobre. a) barril, b) maya cilindrica, c)

. 31
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8.5 Materia prima

Se utilizaron residuos de vainas de vainilla de la region de la Chinantla, Oaxaca, de dicho
lugar se obtuvieron 10 kg de producto sin valor comercial y ya procesadas, se colocaron en
un recipiente con tapa, ademas de ser separadas por papel grado alimenticio, se utilizaron
tijeras desinfectadas para cortar las vainas de vainilla a un tamafio de particula de 1 cm de
largo aproximadamente, el siguiente paso fue almacenar por tantos de 500 gramos en bolsas
de vacio tipo conservacion para evitar el contacto con el ambiente (Figura 18), por ltimo,
las bolsas fueron rotuladas con el peso (g), el dia de embalaje y la persona que manipuld. A
la muestra se le realizaran pruebas de color, vainillina, azucares reductores, compuestos
fendlicos mediante extraccidn por maceracion, alambique y extraccion asistida por

microondas.

Figura 18. Vainas de vainilla almacenadas.
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8.6 Color (prueba visual)
Se analizo el color de manera visual en primera instancia. Utilizando una caja de carton de

45 de largo, 20 de ancho y 10 de altura, la cual fue forrada de blanco (Figura 19a), este equipo
permiti6 visualizar el color , con una camara de 16 megapixeles (Figura 19b) se procedio a
capturar las fotos de cada una de las muestras, se tuvo en cuenta la luz emitida por un foco
de 20 watts y la inclinacion de la camara, las muestras fueron colocadas en recipientes de
plastico transparente de una capacidad de 50 mL para el solvente tratado (Figura 19c¢), en el

caso del solvente recuperado se utilizaron frascos de cristal de 20 mL (Figura 19d)

a) b) <) d)

Figura 19. Equipo utilizado para la visualizacion de color, a) caja de carton, b) cdmara, c)

frasco de plastico con tapa blanca, d) frasco de cristal.

8.7 Eficiencia volumétrica de la extraccion por microondas

El equipo disenado de extraccion por ondas electromagnéticas nos permite obtener dos tipos
de solucion, uno de ellos, es conocido como solvente tratado, el cual consta de nuestro
solvente utilizado y la muestra, del cual obtendremos extractos y metabolitos de interés, el
otro, se le conoce como solvente recuperado, el cual nos permite reutilizar nuestro solvente
en futuras pruebas, es indispensable conocer la eficiencia volumétrica, ya que nos permite

determinar si existen fugas o no en nuestro equipo.

Cada muestra obtenida en la extraccion por microondas fue filtrada con papel 350 micras
(Figura 20a), después con una probeta de 250 mL (Figura 20b) se midio el solvente
recuperado y el solvente tratado, fueron depositados en frascos de 250 y 50 mL para ser

rotuladas y almacenadas (Figura 20c).
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Figura 20. Eficiencia volumétrica, a) filtro, b) probeta 250 mL, ¢) muestras almacenadas.

8.8 Vainillina

La vainillina es un aldehido fenolico que es el componente primario del extracto natural de
la vaina de vainilla. Por lo que, al ser leido en un espectrofotometro a 348 nm no es detectado
por el haz de luz, para que la vainillina sea detectada, es necesario utilizar una solucion de
hidroxido de sodio, ya que, al ser mezclados crean una molécula croméfora formando asi,
vainillita de sodio, para cada estdndar se necesit6 utilizar un blanco, el cual es la

concentracion de vainillina sin el hidroxido de sodio.

La espectrofotometria consiste en la medida de absorcion, de las diferentes sustancias, por
una radiacion electromagnética de longitudes de onda situadas en una banda definida y
estrecha, esencialmente monocromatica. Las bandas espectrales se extienden desde las

longitudes de onda de la zona ultravioleta hasta la zona visible del espectro.

Se sigui6 la metodologia establecida AOAC 966.12 para la curva de calibracion se disolvio
0.1 g de vainillina en 5 mL de etanol absoluto aforado en un matraz de 100 mL se transfirié
a matraces aforados de 50 mL de 0.6, 1.2, 1.8, 2.4 y 3 mL se tomo una alicuota de 5 mL de
cada solucion y afor6é a 50 mL a una de estas muestras se llevo aford con agua (N) y a la otra
se le anadi6 dos mL de NaOH 0.1 N (A), se midio la absorbancia teniendo en cuenta la

muestra N como blanco a 348 nm utilizando celdas de cuarzo.

Para la muestra se tomaron 5 mL de la muestra o muestra diluida a un matraz volumétrico de

50 mL diluyendo hasta aforo con agua, se pipeteo 1 mL de la solucion anterior a dos matraces
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de 50 mL una de ellas se le agrega 2 mL NaOH (A) aforando con agua y la otra se afora solo

con agua (B), se midio la absorbancia a 348 nm con un espectrofotometro (Figura 21).

Figura 21. Analisis de vainillina mediante espectrofotometria.

8.9 Absorbancia colorimétrica
Esta técnica proporciona informacion cualitativa y cuantitativa sobre sustancias en solucion.

El colorimetro es un instrumento disefiado para dirigir un haz de luz monocromatica paralela
a través de una muestra liquida y medir la intensidad del haz de luz emergente. La fraccion
de luz incidente absorbida por una solucion a una longitud de onda est4 relacionada con el
paso optico y con la concentracion de la especie absorbente. Estas dos relaciones estan

combinadas en la ley de Lambert-Beer (Ecuacion 1):
Ecuacion 1: Loglo/I=€cl

En donde Io e I son las intensidades de la luz incidente y emergente respectivamente, 1 el
paso optico de la muestra absorbente (cm), ¢ la concentracion de la especie absorbente
(moles/litro) y € el coeficiente de absorcion molar (M-1 cm -1). La expresion log Io / I se
denomina absorbancia y se designa por A (siendo adimensional). Fijando el paso optico
(habitualmente 1 cm), resulta que la absorbancia A es directamente proporcional a la
concentracion del soluto absorbente. El coeficiente de absorcion molar varia con la naturaleza

del compuesto absorbente, el disolvente, la longitud de onda y también con el pH.

Se utilizo un espectrofotometro Thermo Scientific para realizar el andlisis colorimetro, es
necesario encender el equipo por unos 10 minutos en lo que se calibra. Después se selecciond

el modo absorbancia y barrido (GENESYS 10S UV-Vis v4.006 2L5T230201) en el cual
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ajustamos la escala de la longitud deseada (250 — 400 nm), el posicionador de muestras se
ajustd (Aut. 6) con una velocidad de barrido medio y un intervalo de 5.0 nm, los datos se
almacenaban en una memoria de 8§ Gb. Utilizando celdas de cuarzo fueron colocadas cada

una de las muestras, y los resultados fueron colocados en una hoja de Excel (Figura 22).

=3 E iz O E F
(B~ JUSTE PARAMETROS L. de onda Abs=s
A SEMESY'S 105 UWY-Yis wd 006 2L5T230201 250 0.13
Bl B =arrido 12: 2353pm 218go20 255 0.1vsE
LI ombre &0 lisis CcCOLOR 280 0.203
A [Modo de medicicn Absorbancia 265 0154
A L. 0. de inicio 250.0nm 270 0135
A L. O final 400, Onm 275 0.203
Il Fosicionador de Muestras A, B 280 0.2z
Rl " =locidad de BEarrida Medic 2585 0.303
Intervala 5.0mm 230 0.d4z24
Correccisn de Celdas Apag. 235 0.333
#I0O [(O=C0FF]) 1 00 0377
Impr aut Apag. 305 0. 356
Auto Almacenamisnto Erncen < [n] 0.333
Mombre archivo de datos co 315 0315
#10O 3 20 0.233
F25 0.253
330 0.267
335 0.251
Sd0 0.232
Sd5 0.213
350 0135
355 0TS
360 0164
SES 0151
ST0 0.133
« » AS51 D)

Figura 22. Datos obtenidos del barrido de absorbancia.

Se graficaron los datos obtenidos utilizando el programa OriginPro 2016, obteniendo asi 34

graficas, las cuales fueron comparadas entre si (Figura 23).

Blanco
— MEG603
— MEG605
Maceracion

S~

T T T T T T T T T 1
240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Longitud de onda

Figura 23. Graficas obtenidas con el programa OriginPro 2016.
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8.10 Azicares Reductores

Se utiliz6 el método DNS (dinitrosalicilico) ya que determina la presencia de grupos
carbonicos libres (C=0) de los azucares reductores. El procedimiento se basa en una reaccion
redox, que ocurre en la utilizacion de acido 3,5 dinitrosalicilico para provocar la oxidacion
de los azucares y al mismo tiempo su propia reduccion endotérmica. Un mol de azucar
reacciona con un mol de dacido 3,5 dinitrosalicilico, dando lugar a una reaccion
estequiométrica que permite conocer la cantidad de azucares reductores presentes en la
muestra. Su principal ventaja radica en su alta intensidad y productividad debido a que es un
método espectrofotométrico. Para preparar el reactivo DNS se pesaron 1.6 gramos de NaOH
(Figura 24a) los cuales se ponen en agitacion con una soluciéon de 10 mL agua destilada, en
otro vaso precipitado, se coloca un gramo de DNS vy se disuelve en 20 mL agua destilada
utilizando un agitador magnético y una parrilla magnética (Figura 24b), una vez disueltas
ambas muestras se mezclan, mientras que en otro vaso precipitado se preparan 30 gramos de
tartrato y se agregan a la mezcla anterior, dejando en agitacion y aplicando calor hasta que la

muestra tome un color naranja, y aforar a 100 mL (Figura 24c).

Figura 24. Preparacion de DNS. a) soluciéon de NaOH, b) Solucién DNS, ¢) Solucién
Tartrato.

37



Se prepar6 una solucion de NaOH 0.2 N. en la cual se utilizaron 0.8 gramos de NaOH y se
aforo a 100 Ml (Figura25a), para la curva estandar se prepar6 una solucion madre agregando

0.5 gramos de glucosa en matras aforado de 100 mL (Figura 25b).

Figura 25. Preparacion de soluciones, a) NaOH a 0.2 N. b) solucion madre de glucosa.

Para la curva estandar se realizé un set de soluciones (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1g/l) las cuales
fueron tomadas de la solucion madre y aforadas en matraces de 100 mL (Figura 26a) mientras
que, para preparar las muestras, se utilizé 0.5 mL de la muestra a la cual se le agrego6 0.5 Ml
de NaOH y un mL de reactivo DNS (Figura 26b), las muestras fueron colocadas en tubos de
13*100 mm para colocarlos en una camara de conveccion térmica por cinco minutos (Figura
26¢), para después adicionar cinco mL de agua destilada fria, con apoyo de un

espectrofotometro marca Thermo Scientific se midi6 la absorbancia a 540 nm, donde el
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blanco es la solucion de 0 g/l (Figura 26d). teniendo asi, una curva de calibracion con una R?

de 0.9875 (Figura 26e).

DNS

0.35

y =0.347x - 0.0184

03 R?=0.9875

0.25

o©
o o
v N

Absorbancia

o
ia

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Muestra ml

Figura 26. Determinacion de azlicares reductores. a) solucion madre, b) preparacion de

muestra, ¢) conveccion térmica, d) lectura en espectrofotdmetro, ¢) curva estandar.

8.11 Compuestos fenolicos

Se utilizé el método colorimétrico Folin-Ciocalteu, del cual se realizd una curva estandar
utilizando 4cido galico al 0.1 g/L, las concentraciones se trabajaron con el carbonato de sodio
como catalizador y el reactivo Folin-Ciocalteu como colorante e inhibidor de la oxidacién
del reactivo; teniendo en cuenta una lectura de la absorbancia de las muestras de 765 nm.
Se tomaron alicuotas de 0, 20, 40, 60, 80 y 100 uL de acido galico depositadas en tubos de
ensayo, a cada tuvo se le anadio 250 pL del reactivo de Folin y 1250 pL de carbonato de

sodio afiadiendo agua destilada hasta alcanzar un volumen de 2000 puL en cada tubo.
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La medicion de la absorbancia se realizé en un espectrofotometro a 760 nm. Obteniendo la

curva de calibracion con una R?de 0.991 y una ecuacion de la recta de y = 0.1109x - 0.0063

(Figura 27).
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Figura 27. Curva estandar de compuestos fenolicos.

Para la determinacion de compuestos fenolicos presentes en los extractos de vainilla, se

utiliz6 un mL de etanol al 35%, al cual se le afiadié 0.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y 1.5

mL de carbonato al 20%, a un mL de extracto, se le afiadid 0.5 mL de Folin-Ciocalteu, 1.5

mL de carbonato al 20% y se afor6 a 12.5 mL con agua destilada para homogenizar (Figura

28), se dejo reposar por una hora y se procedioé a tomar lectura de las absorbancias a 765 nm.

Figura 28. Determinacion de compuestos fendlicos en extracto de vainilla.
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9 Resultados

9.1 Ensamblado
Esta invencion se refiere a un equipo y aun procedimiento mejorado para la extraccion de

compuestos naturales usando las cargas electromagnéticas del microondas. En la
construccion de este equipo se consideraron caracteristicas y objetivos propuesto, se eligio
un microondas HAMILTON BEACH, el cual requiere una fuente de energia de 120 V, 60
Hz, un consumo de energia de 1130 W, una salida maxima de 700 W, y capacidad de 0.7

pies cubicos (Figura 8).

9.1.1 Opﬁiﬂ‘m&?' Equipo final para extraccion por microondas.
El equipo fue sometido a una prueba de fuga utilizando agua por 10 minutos a 1000 watts de

potencia, transcurrido el tiempo el equipo no presento fugas en el material de cristal, dentro
del microondas y entre las capas externa e interna del microondas, por lo tanto, el solvente
recuperado fueron 240 mL, mas del 95% del solvente utilizado. El registro de temperatura
alcanzo los 100°C (punto de ebullicion del agua) debido al principio de las microondas donde

los movimientos provocan fricciones que generan calor en el interior del material.
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9.1.2 Eficiencia de extraccion y recuperado de solvente

La figura 9a muestra que la mayor obtencion de recuperado se da a los 10 minutos con

potencia de 800 watts en solventes utilizando etanol al 60% (8.4 a 88%), etanol 80% (3.6 a

96%) y etanol 96% (0.72 a 95.2%), esto se debe a que el punto de ebullicion es a 78°C, el

equipo alcanzaba esta temperatura entre los tiempos 3, 5 y 10 a los 800 watts (Figura 9b), el

agua fue el que menos recuperado presentd debido a que el punto de ebullicion era a 100°C,

la razon por la cual los solventes con etanol al 80% y etanol al 60% pudiesen hervir aun

cuando en su composicion existio la presencia de agua es porque se trata de una mezcla

azeotrdpica es decir que hierve a temperatura constante y se comporta como si estuviese

formada por un solo componente, por lo que al hervir su fase de vapor tendrd la misma

composici(')n que—su ffb‘&n}tﬁ%bﬁgﬂpcgﬁﬁc herv

ir a una temperatura superior, ir
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Figura 30. a) analisis comparativo para la interaccion tiempo y potencia, b) efectos principales
para recuperado.

9.2 Explosion por vapor
En la figura 9 se muestra el poder de hinchamiento por parte del equipo, sin explosion por

vapor el diametro aproximado de las vainas de vainilla es de 2.5 mm (Figura 10a), la

explosion de vapor es un fluido supercritico el cual es similar al del liquido y su viscosidad

es similar a la del gas (Esquivel F. & Vargas, 2007) esto permite penetrar la pared de la célula

sin necesidad de lisarla, al despresurizar el equipo la muestra se expande aumentando su

tamafo (10 mm) (Figura 10) al igual que el peso, de 500 gramos se obtuvo 950 gr/mL y 350

mL de lixiviado (Figura 10c).

Figura 31. Poder de hinchamiento utilizando explosion por vapor, a)
vaina sin explorar, b) vaina explota, ¢) muestra recuperada .

9.3 Color
En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos de la gama de colores presentes en las

muestras, se observa que a mayor exposicion de microondas estas presentan un color mas

oscuro, algunas de las muestras no fueron analizadas ya que no contaban con solvente (etanol

a 800 watts por 10 minutos y etanol a 800 watts por 10 minutos). El extracto presento distintas

tonalidades de color amarillo y aromas ligeramente a dulce, debido a que la vainillina es un

compuesto de coloracion ligeramente amarillo volatil, con olor dulce y caracter cremoso, se

encuentra en las vainas como un glucosido, el aroma solo es liberado después del curado, en

el cual el glucosido de la vainilla (glucovainillina) es hidrolizado enzimaticamente por la 3-

glucosidasa, liberando a la glucosa y a su aglicona la vainillina (Cid-Pérez & Lopez-Malo,

2011), las muestras de etanol 60 y 96% a 300 watts por 1 y 3 minutos no presentaron esta

tonalidad, al igual que etanol al 80% utilizando la misma potencia a 1 minuto y 800 watts.
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Figura 32. Extractos obtenidos a distintas potencias y tiempos con cuatro tipos
de solventes

9.4 Vainillina

La figura 12 muestra que el componente principal para la extraccidén de vainillina fue el
solvente, La vainillina es un compuesto polifuncional con un anillo aromatico unido a un
grupo aldehido, -OH fendlico, y un grupo metoxi (Garcia et al., 2016), por tal motivo la
extraccion con un solvente adecuado es de mayor importancia, la vainillina es un
compuesto soluble en soluciones no polares, la composicion quimica de los compuestos a
extraer depende de la cantidad y posicidon de sus grupos hidroxilo, del tamafio molecular,
asi como los factores de concentracidon del solvente, temperatura, teimpo de contacto entre
otros (Soto-Garcia & Rosales-Castro, 2016). La potencia al igual que las demas variables
puedes modificarse a tal modo que sean el componente principal para la extraccién de

vainillina
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
{la respuesta es Vainillina, o = 0.05)
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Figura 33. Componentes principales para la extraccién por microondas y su
interaccion

a una potencia de 800 watts (Figura 13b).

La muestra con etanol al 60% presentd la mayor cantidad de vainillina obtenida (Figura 13a),
el gran exceso de volumen negativo observado para los sistemas de alcoholes
monohidroxilicos acuosos no se debe a los efectos hidrofobicos, si no principalmente a
factores geométricos (Sakurai et al, 1994), Los patrones geométricos mas estables
corresponden a aquellos con un mayor numero de puentes de hidrégeno primarios (O-H-O)
y con una disposicion ciclica de estos, donde todas las moléculas se comportan como
aceptoras y dadoras de proton al mismo tiempo en los puentes de hidrogeno primarios (Mejia
etal.,2010), una concentracion mayor de etanol (80 y 96%) presentan un volumen negagtivo
en base a la carga electromagnetica en la solucion agua-etanol, por consiguiente la estructura
geometrica de dicha estructura no es beneficiosa para el arrastre de compuestos fendlicos

(vainillina). Mientas que la mayor obtencion de vainillina se dio a los 5 minutos (Figura 13b)
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6. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

. Semanas
Etapa Actividad
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Periodo | (Asignatura asociada: Seminario I)
Preliminares Introduccion e Induccién X|X|X[X]|X]|X
i i i i i X | X
Definicion del tema de tesis Asignacion de tema de tesis y Director de Tesis
Formulacién del protocolo de trabajo X|X|X| X | X | X|X | X |X]|X
o Revision del estado del arte X|X|X| X | X | X |X |X |X]|X
Definicion del protocolo
Entrega del protocolo de trabajo X | X | X | X |X
Redaccion Elaboracion del marco teorico X|X[X|X |X | X|X]|X]|X|X
PERIODO Il (ASIGNATURA ASOCIADA: SEMINARIO II)
Validacion Verificacion de hipotesis de referencia X|X|X|X
Redaccion Culminacion del marco tedrico X | X|X
Propuesta Formulacién de la propuesta de solucién X|X|X]| X
Validacion Verificacion de la propuesta de solucion X | X | XX
Redaccion Elaboracién del avance X | XX
Avance Entrega y presentacién del avance (Tutorial) X|X|X X | X|X
PERIODO lIl (ASIGNATURA ASOCIADA: SEMINARIO I
Ensamblado y operatividad del equipo XX | X| X
Obtencién de extractos de moringa y vainilla X X[ X| X
Caracterizacion estructural y fisicoquimica de
o los extractos X X[X|X
Etapa de continuidad Comparacién de procesos con método
convencional y ultrasénico X [ X | X [X
Delimitar las caracteristicas de los extractos y
posible uso en el area de alimentos X | X | X
Estancia XXX XX X[X|X|X] X | X | X|X|X|X X
PERIODO IV (ASIGNATURA ASOCIADA: TESIS)
Presentacion de congreso X X| X[ X
Redaccion de producto cientifico X| X| X| X
Etapa de culminacion, Redaccion de tesis X| X| X| X[ X[|X | X| X|X|X X
entrega final y presentacion Tesis culminada x | x | x
Tesis presentada X | X | X
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