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RESUMEN

El presente trabajo se centro en la aplicacion del ultrasonido como tratamiento previo a la
extraccion asistida por microondas del aceite esencial de cascara de limon (Citrus
aurantifolia). Se determin6 los pardmetros de temperatura y tiempo de ultrasonido que
maximizaron el rendimiento en la extraccion del aceite esencial de limon aplicando la
Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM) mediante el Software Design Expert®
DX7Trial/dX7 con un Disefio Central Compuesto. Los rangos de las variables
independientes examinadas (factores), fueron identificados por pruebas preliminares y por
especificaciones técnicas del equipo ultrasénico; el tiempo de ultrasonido evaluado fue de
1 min a 35 min y la temperatura de ultrasonido fue de 22 °C a 43 °C. Seguido al
pretratamiento se extrajo el aceite esencial con el equipo Mycroware Gravity Station a una
potencia de 720 W por un tiempo de 15 minutos. Mediante la metodologia de superficie de
respuesta se obtuvo 11 tratamientos (tres repeticiones del punto central), los cuales se
ajustaron a una ecuacion polindmica de tercer orden, los resultados mostraron que el tiempo
y temperatura de ultrasonido tuvieron un efecto significativo (p <0.05) en el rendimiento del
aceite esencial. Se determin6 que a una temperatura de 25 °C y un tiempo de 22 minutos de
ultrasonido se obtuvo el mayor rendimiento de aceite esencial que fue de 2.56 por ciento
(base seca). El rendimiento, asi como las propiedades fisicoquimicas se compararon con un
patron (extraccion solo por microondas sin ningln pretratamiento) (1.83 por ciento), y la
extraccion por el método convencional de hidrodestilacion (1.92 por ciento). La
cromatografia de gases acoplada a un espectrdmetro de masas (GC-MS) se utilizé para
identificar los compuestos del aceite esencial obtenido por microondas con pretratamiento
de ultrasonido. Se obtuvo 51.82 por ciento de limoneno, compuesto mas abundante en el

aceite esencial de citricos.

Palabras Claves: Limon Sutil, aceite esencial, ultrasonido, extraccion asistida por

microondas.



ABSTRACT

The present work focused on the application of ultrasound as a treatment prior to the
microwave-assisted extraction of the essential oil of lemon peel (Citrus aurantifolia). The
ultrasound temperature and time parameters that maximized the performance in the
extraction of lemon essential oil were determined by applying the Response Surface
Methodology (RSM) using the Design Expert® DX7Trial / dX7 Software with a Composite
Central Design. The ranges of the independent variables examined (factors) were identified
by preliminary tests and by technical specifications of the ultrasonic equipment; the
evaluated ultrasound time was from 1 min to 35 min and the ultrasound temperature was
from 22°C to 43°C. Following the pretreatment, the essential oil was extracted with the
Mycroware Gravity Station equipment at a power of 720 W for a period of 15 minutes.
Through the response surface methodology, 11 treatments were obtained (three repetitions
of the central point), which were adjusted to a third order polynomial equation, the results
showed that the ultrasound time and temperature had a significant effect (p <0.05) in
essential oil yield. It was determined that at a temperature of 25 ° C and a time of 22 minutes
of ultrasound, the highest yield of essential oil was obtained, which was 2.56 percent (dry
basis). The yield, as well as the physicochemical properties were compared with a standard
(extraction only by microwaves without any pretreatment) (1.83 percent), and extraction by
the conventional hydrodistillation method (1.92 percent). Gas chromatography coupled to a
mass spectrometer (GC-MS) was used to identify the essential oil compounds obtained by
microwaves with ultrasound pretreatment. 51.82 percent of limonene was obtained, the most

abundant compound in citrus essential oil.

Key words: Sutil lemon, essential oil, ultrasound, Microwave assisted extraction



I. INTRODUCCION

Los citricos en todo su contexto constituyen un género de plantas rico en contenido de
fenoles y flavonoides, metabolitos secundarios que debido a su efecto antioxidante y baja
toxicidad, han recibido en los Gltimos afios mucha atencion como potenciales farmacos

(Tongnuanchan y Soottawat, 2014).

El limén es el fruto en baya del limonero, arbol de hoja perenne y espinoso de la familia de
las rutaceas. Del limén no s6lo se aprovechan los jugos, también se puede obtener aceites
esenciales de la cascara, los cuales son considerados uno de los ingredientes basicos en la
industria de la perfumeria, de los alimentos, la agronomia y la farmacéutica (Cerutti y
Neumayer, 2004).

El procesamiento del limon sutil en productos tales como jugos y conservas genera grandes
cantidades de desechos en el Peru (20 por ciento de la produccion), siendo un aproximado
de 18 mil toneladas al afio (Ledén, 2016). Siendo este un gran potencial para el
aprovechamiento en la extraccion de aceite esencial, generando de esta manera un valor

agregado a un producto de desecho.

Existen diferentes tecnologias para extraer aceites esenciales, sin embargo, los métodos
convencionales han demostrado inconvenientes, incluyendo el tiempo largo de extraccion,
la degradacion de los componentes térmicamente sensibles, el potencial de pérdida de los
componentes volatiles y el alto consumo de energia. Por lo tanto, hay una necesidad de
investigar técnicas alternativas para evitar los problemas antes mencionados con las técnicas

convencionales (Damyeh et al., 2016).

Asimismo, diversas investigaciones demuestran que la composicion de los aceites esenciales
puede variar de acuerdo con el método de extraccion utilizado, de ahi la importancia de
investigar métodos nuevos y/o alternativos para la obtencion de aceites esenciales. Una
tecnologia nueva para la extraccion de aceites esenciales es la extraccion asistida por

microondas que permite una extraccion eficiente y rapida (Peredo — Luna et al., 2009).



Por otro lado, el ultrasonido es una tecnologia emergente que recientemente ha sido
estudiada para propositos de inactivacion microbiana y enzimatica, pero que durante afios
ha sido objeto de investigacion en la industria de alimentos, especialmente, en el tema de
control de calidad. Se considera una tecnologia promisoria como pretratamiento para la
obtencion de aceite esencial disminuyendo el consumo de disolvente, acortando el tiempo

de extraccion y mejorando la calidad del aceite esencial (Robles y Ochoa, 2012).

El objetivo general de esta investigacion fue evaluar el efecto del ultrasonido como
pretratamiento en el rendimiento y en las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial

de céscara de limdn extraido por el método de extraccion asistida por microondas.
Para ello se tuvo como objetivos especificos:

- Determinar el tiempo de ultrasonido que maximiza el rendimiento de aceite esencial
de cascara de limon extraido por microondas.

- Determinar la Temperatura de ultrasonido que maximiza el rendimiento del aceite
esencial de cascara de limon extraido por microondas.

- Comparar el rendimiento, caracteristicas fisicoquimicas y porcentaje de limoneno
del aceite esencial extraido por microondas con un pretratamiento de ultrasonido con

el aceite esencial extraido por el método convencional (clevenger).



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1  GENERALIDADES SOBRE LOS CITRICOS

211 ASPECTOS GENERALES

Segin Dominguez (2014) citado por Llihua (2018), la palabra citricos se designa
habitualmente a los &rboles frutales que producen frutos acidos, como el naranjo, el limon,
el mandarino, el pomelo y otros. De las 124 especies de citricos pertenecientes a la Familia
Rutéceas, tan solo 16 son las que forman el género Citrus, que junto con las 4 del género

Fortunella (Kumquats) son las especies de citricos cultivados de interés comercial.

Hace mas de 4000 afios se cultivan los citricos, sus frutos al parecer atrajeron la atencién de
los pobladores primitivos, quienes se encargaron de cultivarlos mucho tiempo antes de que
aparecieran en los paises europeos a donde fueron llevados por los primeros viajeros gracias
a la cautivante apariencia de su fruta y sus flores. Las numerosas especies del género Citrus
provienen de las zonas tropicales y subtropicales de Asia (incluyendo el este de Arabia, este
de Filipinas y desde el Himalaya al sur hasta Indonesia) y del archipiélago Malayo (Guerrero
etal., 2012).

Los citricos desempefian un papel destacado en la alimentacion de muchas personas en el
mundo entero. Una caracteristica del género es la presencia, en todos los 6rganos de la planta
de un aceite esencial que le da su olor caracteristico. Las especies que engloba este grupo
proporcionan notables cantidades de vitamina C, y minerales (calcio y fésforo) (OEIDRUS,
2010).

Los citricos pertenecen a la clase Angiospermae, a la subclase dicotiledénea, a la orden rutae,
a la familia rutaceae y al género citrus, cuentan con mas de 145 especies, entre las que se

destacan naranja (citrus sinensis), mandarina (citrus reticulata), limén (citrus limén), lima



(Citrus aurantifolia), y toronja (citrus paradisi) (OEIDRUS, 2010).

212 LIMON

El limon es un arbol frutal perteneciente al género de los citricos, para ser mas exactos
pertenece a la familia de las ruticeas y es una especie hibrida. El &rbol del limdn de 5 metros
de altura, y tronco habitualmente torcido, se ramifica densamente desde abajo, produciendo
diversas variedades de limones en el mundo. EI color de sus frutos, la forma, acidez y los

periodos de madurez son los que diferencias a cada especie (Martinez, 2013).

Segun su tamafio, los limones se pueden clasificar en: pequefios, medianos y grandes; y por

su color en verdes y amarillos (Martinez, 2013).

En el PerG el cultivo del limén es permanente, el cual se siembra y cosecha todo el afio,
principalmente en la zona norte del pais. Las variedades que se producen son el limén Sutil
y el limén Tahiti, destacando el primero por su mayor volumen de produccion (MINAGRI,
2017).

Ledn (2016), menciona que aparte del limon sutil existe 2 variedades mas que podrian tener
oportunidad en el Mercado Americano y Europeo, las cuales son: Tahiti y Eureka que se
desarrollan en el norte y la costa central del Pert y existen alrededor de 60 hectéareas de
plantaciones de cada uno.

213 LIMON SUTIL

El limon sutil es conocido por diferentes nombres como: lima acida, lima gallega, limon
ceuti, limén mexicano, limon peruano, limén criollo o limén de pica. Su nombre cientifico

es “Citrus aurantifolia” (Guerrero et al., 2012).

El limon sutil fue introducido en América desde los primeros viajes de Coldn. Se caracteriza
por ser es un arbol pequefio o arbusto de 4 a 5 m de altura, con tronco a menudo torcido y
ramas con espinas axilares cortas, hojas oblongo-ovales o eliptico-ovales de 2.5 a 9 cm de
longitud y 1.5 a 5.5 cm de ancho. Base redondeada y apice ligeramente recortado. Margenes

ligeramente crenulados. Peciolos notablemente alados, flores blancas de 1.5 a 2.5 cm de



didmetro, fragantes, que se disponen en inflorescencias axilares de 1 a 7 flores. Frutos ovales
o0 globosos con un &pice ligeramente deprimido, de color verde oscuro al principio pasando
a verde amarillento o amarillo en la madurez (Figura 1). Mide 3.5 a 5 cm de diametro o mas.
Su piel es delgada y se rompe facilmente. La pulpa es verdosa, jugosa, muy acida. Sus
semillas son pequefias, ovales y altamente poliembrionicas (producen dos o mas plantas por
semilla). (Sanchez, 2004 citado por Puente, 2006).

Figura 1. Arbusto del Limon Sutil (Citrus aurantifolia) mostrando, las hojas,
ramas y frutos

FUENTE: Puente (2006)

a. CARACTERISTICAS Y DESCRIPCION BOTANICAS

A continuacion, se muestra la descripcion botanica descrito por Puente (2006).

Reino: Vegetal

Clase: Angiospermae
Subclase: Dicotiledénea
Orden: Rutae
Familia: Rutaceae
Genero: Citrus
Subgénero: Eucitrus



Especie: Citrus aurantifolia

Nombres comunes: Limén criollo, lima mexicana, lima acida, lima chica, lima boba, limoén

chiquito, limén corriente, limon agria.

b. PARTES DEL LIMON

El limon esta compuesto de 3 partes: flavedo o exocarpio, albedo o mesocarpio y endocarpio
(Granauer, 2009).

El flavedo o exocarpio, es una capa delgada que posee los pigmentos que cambian de color
durante la maduracion de verde a amarillo, los aceites esenciales que se encuentran en esta
parte del limén son los responsables de su aroma, debido a que contienen compuestos

terpénicos.

El albedo es la parte blanca que contiene pectinas que le confieren firmeza a la corteza. El
albedo tiende a degradarse por accion enzimética a medida que el fruto va madurando, por
ello los citricos se cosechan en estado inmaduro (verde) para obtener el mayor rendimiento

y calidad de pectina.

El endocarpio esta formado por la pulpa que contiene las vesiculas con el jugo y se encuentra
dividido por el séptum formando de 10-14 gajos y en ellos se encuentran las semillas,

ubicadas alrededor del eje central y son 10 aproximadamente.

C. VALOR NUTRICIONAL

Los citricos poseen un alto contenido de agua y bajo contenido de carbohidratos, de proteinas
y de lipidos, pero son en general una buena fuente de vitaminas, azuUcares y sales,

especialmente la vitamina C, la cual se halla en la pulpa y en el zumo (Puente, 2006).

En latabla 1 se detalla el valor nutricional y en la tabla 2 el contenido de sustancias nutritivas

en 100 gramos de liman.



Tabla 1: Valor nutricional en 100g de sustancia comestible de limon

Sustancia Contenido

Agua (g) 90.1
Proteinas (g) 1.1

Lipidos () 0.03
Carbohidratos (g) 8.2
Calorias (Kcal) 27

Vitamina A (U.1.) 20

Vitamina B1 (mg) 0.04
Vitamina B2 (mg) 0.02
Vitamina B6 (mg) 0.06
Acido nicotinico (mg) 0.1
Acido pantoténico (mg) 0.2

FUENTE: InfoAgro (2016)

2.1.4 PRODUCCION NACIONAL DEL LIMON SUTIL EN EL PERU

Segun el Informe Nacional de Limén del Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI,
2017), la produccion nacional de limon en el Per( desde el afio 1997 hasta el 2016 varia

como se muestra en la Figura 2.

Como se puede observar, la produccion del limon crecidé a un ritmo de 1.3 por ciento anual
entre 1997 y 2016. Es asi como, en 1997 se produjeron 327 mil toneladas (la mayor
produccion de los ultimos 20 afios) hasta que en el 2016 se alcanz6 270 mil toneladas. En
estos 20 afios en promedio se produjeron 231 mil toneladas anuales, a excepcion del afio
1997 (como se explicd anteriormente). Asi también se observa que, en 1998, la produccion
disminuyd hasta alcanzar las 208 mil toneladas, como consecuencia del Fenémeno del Nifio
1997-1998, el cual provoco la pérdida de tierras agricolas. De igual modo los Fendmenos
del Nifio de 2004-2005 y del 2009-2010 afectaron la produccién la cual llegd solamente
hasta los 202 mil toneladas y 197 mil toneladas respectivamente (MINAGRI, 2017).



Tabla 2: Contenido de sustancias nutritivas en 100 gramos de limén

Sustancia Contenido
Proteinas 0.9 gramos
Hidratos de Carbono 8.7 gramos
Calorias 44 gramos
Acido Citrico 7.50 gramos
Acido Malico 0.60 gramos
Sacarosa 0.50 gramos
Azucar Invertido 0.80 gramos
Citrato Célcico 1.00 gramos
Hierro Vestigios
Vitamina A 0 U.l
Vitamina B1 0.4 mg.
Vitamina B2 Trazas
Vitamina B6 0.1 mg.
Vitamina C 45.0 mg

FUENTE: Puente (2006)
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Figura 2. Produccion nacional del limén (1997 — 2016)
FUENTE: MINAGRI (2017)




En el 2016 la produccién nacional de limon ascendié a 270 308 toneladas, volumen mayor
en 2 mil toneladas respecto a lo que se produjo en el 2015 (268 mil toneladas). Dicha
produccidn representd una de las mayores producciones en los ultimos afios (MINAGRI,
2017).

a. SUPERFICIE COSECHADA Y RENDIMIENTO

Entre 1997 hasta el 2016, se cosechd en promedio 20,2 mil hectareas por afio, los periodos
en donde se alcanzaron las mayores superficies de cosecha fueron: 1998, 2012 y 2013 (22.5
mil Ha, 22.7 mil Ha y 23.7 mil Ha respectivamente) (MINAGRI, 2017).

En relacion al rendimiento, como se observa en la Figura 3, este mostrd su nivel méas bajo
en el afio 1998, como consecuencia del Fenémeno del Nifio 1997/98, llegando solamente a
9.2 t/Ha, Asi también, los menores rendimientos, a nivel nacional, se alcanzaron en los afios
2008 (10.4 t/ Ha), 2009 (10.5 t/Ha), 2012 (9.8 t /Ha) y 2013 (9.6 t/ Ha) debido a los bajos
rendimientos en la principal zona productora del Pera (Piura). Por otro lado, en los afios
1997, 2007 y 2014 se lograron los mas altos rendimientos de los ultimos veinte afios,
destacando la zona productora de Piura con rendimientos entre 13.1 t/Ha y 14.5 t/Ha
(MINAGRI, 2017).
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Figura 3. Superficie cosechada y rendimiento del limon (1997 — 2016)
FUENTE: MINAGRI (2017)



b. PRINCIPALES REGIONES PRODUCTORAS

Entre los afios 1997 hasta el 2016, las zonas donde se obtuvieron mayores cosechas fueron
los departamentos de Lambayeque (19 por ciento) y de Piura (57.3 por ciento de la cosecha
total) (MINAGRI, 2017).

En Piura destacan las provincias de Sullana y Piura, las cuales participan en 48.3 y 45.7 por
ciento respectivamente del area cosechada en el departamento. En Lambayeque destaca la
provincia de Lambayeque, la cual participa en 99.9 por ciento de la cosecha en el
departamento. Segun, el calendario de siembras y cosechas, al ser el limén un cultivo
permanente, éste se cosecha todo el afio, pero entre enero y junio se acumula el 60.4 por
ciento de la produccion nacional (MINAGRI, 2017).

En el 2016, la principal region productora de limon fue Piura con 54.8 por ciento de
participacion, a ello le siguieron las regiones de Lambayeque (19.1 por ciento), Tumbes (11
por ciento), Loreto (4 por ciento) y Ucayali (3.3 por ciento) (MINAGRI, 2017).

Segun el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI, 2017), al culminar el afio
2017 la produccion del limén se contrajo en -38.08 por ciento, es decir disminuyo en 102.9
mil toneladas en referencia al afio 2016, dando un total de 167 374 toneladas, debido a
menores areas sembradas y temperaturas maximas altas que afectaron al crecimiento y
desarrollo del cultivo. Los principales centros productores fueron Piura, Lambayeque,

Tumbes, Amazonas y San Martin.

Respecto al 2018, se observa un incremento notable en los principales centros productores:
Lambayeque, Piuray tumbes a lo largo del afio. En las siguientes Figuras (4,5 y 6) se observa
el comportamiento de la produccién del 2018 en comparacion a la produccion del 2017.

Como se puede observar en las Figuras 4, 5y 6, el crecimiento en la mayoria de los meses
del afio 2018 es notoria en comparacion al 2017, excepto en algunos meses que se justifica
por la baja floracion del cultivo en dicha temporada. En el departamento de Lambayeque la
produccién de limon crecid un 35.5 por ciento, en Piura crecié 120.8 por ciento y en Tumbes

un 18.1 por ciento, los valores mencionados son respecto a lo obtenido en el afio 2017. El
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INEI (2019), menciona que el crecimiento se dio gracias a las buenas condiciones climaticas

(temperatura méxima normal) registrados en los departamentos.
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Figura 4. Produccién de limén en Lambayeque (2017-2018)
FUENTE: INEI (2019)
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Figura 5. Produccién de limén en Piura (2017-2018)
FUENTE: INEI (2019)

11



Tumbes: Produccion de Limon
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Figura 6. Produccién de limén en Tumbes (2017-2018)
FUENTE: INEI (2019)

En resumen, la suma de la produccion de los tres principales centros de produccion:
Lambayeque, Piura y Tumbes en el 2018 fue de 224,197 toneladas y del afio 2017 fue de
126,784 toneladas, teniendo un crecimiento de 76.83 por ciento mas que el afio anterior. La
comparacion se puede observar en el Tabla 3.

Tabla 3: Produccion nacional de limén de los principales centros de produccion:
Lambayeque, Piuray Tumbes (2017 — 2018)

MES 2017 2018
Enero 14,810 TN 25,370 TN
Febrero 15,494 TN 25,735 TN
Marzo 12,359 TN 31,729 TN
Abril 13,886 TN 21,537 TN
Mayo 13,114 TN 21,306 TN
Junio 10,751 TN 19,913 TN
Julio 4,984 TN 13,880 TN
Agosto 3,707 TN 15,024 TN
Septiembre 3,268 TN 10,808 TN
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<<Continuaciéon>>

Octubre 4,688 TN 10,619 TN
Noviembre 9,963 TN 11,000 TN
Diciembre 19,760 TN 17,276 TN
TOTAL 126,784 TN 224,197 TN

FUENTE: INEI (2019)

2.1.5. EXPORTACION DEL LIMON SUTIL

En la siguiente Tabla 4 se detalla la cantidad en toneladas que se exporté a lo largo de los
ultimos afios, como se observa el ultimo afio tuvo un crecimiento del 45 por ciento en
comparacion del afio anterior. Chile y Panama son los paises que importan la mayor cantidad
del limén sutil (AGRODATA, 2018).

Tabla 4: Exportacion del limon Sutil

ANO CANTIDAD
2014 2,087 TN
2015 3,313 TN
2016 3,031 TN
2017 3,218 TN
2018 4,675 TN

FUENTE: AGRODATA (2018)

En los altimos afos el porcentaje de exportacion fue aproximadamente de dos por ciento de
la produccidn total, lo que significa que un 98 por ciento de la produccion nacional se destina

para la comercializacion e industrializacion en el Perd (AGRODATA, 2018).
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2.1.6. PROCESAMIENTO DEL LIMON Y DESECHOS QUE SE GENERAN

El procesamiento del limon sutil en productos tales como jugos y conservas genera grandes
cantidades de desechos (20 por ciento de la produccién), siendo un aproximado de 18 mil
toneladas al afio (Ledn, 2016). Siendo este un gran potencial para el aprovechamiento en la
extraccion de aceite esencial, generando de esta manera un valor agregado a un producto de

desecho.

La empresa Municipal de Mercados (2018) registré un promedio de 150 mil toneladas de
ingreso de limon al mercado mayorista considerando que todo lo ingresado va dirigido al
consumo en fresco, restando los 3.2 mil toneladas que en promedio se exporta, quedaria 80
mil toneladas aproximadamente que se usa para la industria de elaboracién de jugos,
teniendo como desecho de cascara de limon alrededor de 16 mil toneladas, ya que segun
Puente (2006) el porcentaje de céscara respecto al limon entero es un 20 por ciento. Por
consiguiente, sigue siendo un gran atractivo de mercado para la produccion de aceite

esencial.

2.2. ACEITE ESENCIAL

Los aceites esenciales son mezclas homogéneas de compuestos quimicos organicos,
constituidas principalmente de terpenoides. Tienen la propiedad comun de generar diversos
aromas agradables. A condiciones ambientales, son liquidos menos densos, hasta ser
trasparentes en algunos casos (Contreras y Ruiz, 2012).

Es una mezcla de componentes, producto del metabolismo secundario de las plantas, en cuya
composicion intervienen fracciones volatiles, como son: terpenos (C5H8), compuestos
oxigenados (alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos) y compuestos fenolicos, todos estos son
los que transmiten a los aceites el aroma que los caracteriza (Leon y Robles, 2009).

Masango (2005), define a los aceites esenciales como una mezcla compleja de compuestos

naturales, compuestos polares como apolares.
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Gutiérrez (2008), menciona que los aceites esenciales son mezclas de varias sustancias
quimicas biosintetizadas por la planta, que dan el aroma caracteristico a algunas flores,
arboles, semillas y a ciertos extractos de origen animal (almizcle, civeta, ambar gris). Son
intensamente aromaticos, no grasos (por lo que no se enrancian), volatiles (se evaporan
rdpidamente) y livianos (poco densos). Son insolubles en agua, levemente solubles en
vinagre, solubles en alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales. Los aceites esenciales se

oxidan por exposicion al aire.

2.2.1. ACEITE ESENCIAL DE LIMON

El principal producto derivado de la cascara del limon es el aceite esencial, el cual tiene
diferentes usos en las industrias como: la refresquera, farmacéutica, cosméticos, alimentaria,
y de limpieza de uso doméstico (como de jabones y detergente). En la actualidad el aceite
esencial de limdn se ha convertido en un producto de gran interés para su exportacion, ya

que un alto porcentaje de la produccion se destina a ello (Martinez, 2013).

El aceite esencial de limon puede ayudar a estimular el sistema inmunol6gico. También
auxilia a los sistemas digestivo, glandular y circulatorio. Este aceite tiene usos diversos:
refrescante, desodorante, germicida, anti-espasmolitico, y mejora la atencién y el poder de
concentracion. Adicionalmente, se utiliza en la fabricacion de bebidas no alcohodlicas,
gaseosas, Yy aquellos aceites con un contenido de citral y de terpeno mas elevado, se utilizan
en la industria farmacéutica y de cosméticos. El aceite esencial de limoén es fototoxico, por
esto, no debe aplicarse sobre la piel que se expondra directamente a la luz solar (Puente,
2006).

2.2.2. COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON

Hay mas de 130 volatiles identificados en el aceite de limon, siendo la mayoria insaturados,
como los terpenos, que pueden modificarse facilmente, causando pérdidas en el sabor y el
aroma del aceite esencial (Van et al., 1983 citado por Gamarra et al., 2006).

El aceite esencial de limon son mezclas complejas de compuestos quimicos como limoneno,
Y-terpineno, citral, linalool y B-cariofileno entre otros, que pueden representarse por tres

clases principales, a saber, terpenos, compuestos oxigenados y sesquiterpenos. El compuesto
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de sabor mas importante es citral, mientras que linalool posee caracteristicas organolépticas
altamente distintivas. Ademas, el limoneno, el mirceno, el octanol y el Y terpeno, entre otros,

contribuyen con el aroma del aceite de limén de alto (Benvenuti et al., 2001).

El componente principal del aceite esencial de cascara de limon es el D-limoneno, un
monoterpeno no oxigenado formado a partir de la combinacion de dos unidades de isopreno,
constituyendo el 75 por ciento en el aceite, asimismo comprenden una mezcla de compuestos
volatiles tales como terpenos y derivados oxigenados tales como aldehidos (citral), alcoholes

y ésteres (Lopez et al., 2010).

- D - LIMONENQO:

El D-limoneno juega un papel importante en el campo del sabor y las fragancias debido a
sus propiedades fisicoquimicas. Tales propiedades explican su uso en una gran variedad de
productos de consumo, ademas de sus propiedades de sabor y fragancia (L6pez et al., 2010).
Segun lo demostrado por Virot et al. (2008) citado por Bustamante et al. (2016) también se
puede usar como un solvente no toxico en las industrias oleoguimicas, ceras, resinas,
pinturas y pegamentos y como un bio-solvente renovable valioso, una alternativa a los
solventes peligrosos del petroleo. Otra aplicacion importante del D-limoneno es como un
agente de limpieza que reemplaza a los agentes de limpieza perjudiciales para el medio
ambiente como el tolueno, el hexano y los solventes organicos clorados, uno de los factores

mas importantes para el creciente interés en este compuesto.

2.2.3 PROPIEDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES

Se conoce aceites esenciales que actian como aditivos naturales, debido a que tiene
propiedades como agentes antimicrobianos y antioxidantes (Tongnuanchan y Soottawat,
2014). Sus actividades varian con la fuente del material, composicién quimica, método de
extraccion y asi sucesivamente. Debido al olor unico asociado con los volétiles, esto puede
limitar el uso de aceite esencial en algunos alimentos, ya que puede alterar el olor tipico / de

sabor de los alimentos.
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a. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Carvacol entre los distintos componentes quimicos de muchos aceites esenciales destaca por
su actividad antimicrobiana (Veldhuizen et al., 2006). Es el principal componente del aceite
esencial de orégano (60 por ciento a 74 por ciento de carvacrol) y tomillo (45 por ciento de
carvacrol). Tiene un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra la mayoria de las
bacterias gram-positivas y gram-negativas. Carvacrol actla desintegrando la membrana
externa de las bacterias gram-negativas, la liberacion de lipopolisacaridos y el aumento de
la permeabilidad de la membrana citoplasmica a ATP. Para las bacterias gram-positivas, es
capaz de interactuar con las membranas de las bacterias y alterar la permeabilidad para
cationes tales como H + y K + (Friedman et al., 2002 y Burt ,2004 citados por Tongnuanchan
y Soottawat, 2014).

La composicion, los grupos funcionales y las interacciones sinérgicas entre los componentes
del aceite esencial definen su actividad antimicrobiana. EI grupo hidroxilo presente en la
estructura de los compuestos fendlicos confiere actividad antimicrobiana y su posicion
relativa es muy crucial para la eficacia de estos componentes naturales; esto puede explicar
la actividad antimicrobiana superior del carvacrol, en comparacion con otros compuestos

fenolicos vegetales (Veldhuizen et al., 2006).

Por lo tanto, los aceites esenciales de las plantas seleccionadas se pueden usar como agentes
antimicrobianos para aplicaciones en alimentos, asi como otros fines; Sin embargo, su

actividad depende de los tipos de aceite esencial utilizado (Veldhuizen et al., 2006).

b. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

El timol y el carvacrol con los principales compuestos que poseen una alta actividad
antioxidante en el aceite esencial. Los aceites esenciales tienen varios modos de accién como
antioxidante, tales como la prevencion de la iniciacion de la cadena, eliminadores de
radicales libres, agentes reductores, la terminacion de perdxidos, la prevencion de la
continuacion de abstraccion de hidrogeno, asi como desactivadores de la formacion de
oxigeno singlete y la union de catalizadores de iones de metal de transicion. Con estas

funciones, los aceites esenciales pueden servir como los potenciales antioxidantes naturales,
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que pueden ser utilizados para evitar la oxidacion de los lipidos en sistemas alimentarios

(Tongnuanchan y Soottawat, 2014).

Los fendlicos son compuestos organicos que tiene un grupo hidroxilo (-OH) unido
directamente a un atomo de carbono que es una parte del anillo aromatico. EI atomo de
hidrégeno del grupo hidroxilo puede ser donado a los radicales libres, evitando de este modo

otros compuestos a oxidar (Tongnuanchan y Soottawat, 2014).

Teixeira et al. (2013) reportaron que la actividad de barrido més alta de radicales DPPH en
los aceites esenciales de clavo y orégano con el CE 50 valores de 35.7. Estos también
mostraron el alto poder reductor férrico. La capacidad antioxidante de los compuestos
fenolicos se debe principalmente a sus propiedades redox, que les permiten actuar como
donantes de hidrogeno, agentes reductores, oxigeno singlete inactivadores asi como
quelantes de metales.

La actividad antioxidante estd generalmente relacionada con los principales compuestos
activos en aceites esenciales como el eugenol en el clavo y carvacrol en el orégano
(Bounatirou et al., 2007)

Los compuestos fendlicos son directamente relacionados con la actividad antioxidante del
aceite esencial. La concentracion de los principales componentes también lo determina el

periodo de cosecha de la planta (Tongnuanchan y Soottawat, 2014).

C. DESARROLLO DE ENVASES ACTIVOS

Hoy en dia, los envases inteligentes han ganado cada vez més atencién, por ejemplo, envases
antimicrobianos, que se puede aplicar para extender la vida Gtil de los alimentos y los
productos (Tongnuanchan y Soottawat, 2014). Para mejorar la propiedad de los envases, los
compuestos antimicrobianos o extractos con la bioactividad seleccionado se incorporan. De
este modo, se han introducido varios enfoques, no sélo para aumentar la bioactividad sino
también modificando la propiedad de los biomateriales utilizados en el embalaje. Entre los
biomateriales, las proteinas han ganado la atencién, debido a su variedad en las

composiciones, propiedades, asi como el valor nutritivo. Sin embargo, el material a base de
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proteinas para el empaquetado todavia esta encontrando la mala propiedad, especialmente
pobre propiedad de barrera hacia el vapor de agua.

Turina et al. (2006) mencionan que al ser el aceite esencial hidrofobica podria aumentar la
hidrofobicidad de las peliculas, reduciendo asi la migracion de vapor de agua a través de la
pelicula. Los aceites esenciales de baja densidad se separan y se localizan en la superficie
superior del film, formando de este modo la microestructura bicapa. En general, no hubo
exudados de aceite en la pelicula incorporado con baja concentracion (25 por ciento) de
aceite esencial; Sin embargo, a alta concentracion de aceite esencial (100 por ciento),
algunos exudados fueron encontrados en la superficie de las peliculas. La microestructura

bicapa-morfoldgica podria contribuir a bajar WVP de aceite esencial incorporado.

2.3. METODOS DE EXTRACCION

2.3.1. METODOS CONVENCIONALES DE EXTRACCION

Un procedimiento inadecuado en la extraccion del aceite esencial puede conducir al dafio o
alterar la accion de su funcion quimica, esto se traduce en la pérdida de la bioactividad y
caracteristicas naturales (decoloracién, mal olor, mal sabor, asi como el cambio fisico tal
como el aumento de la viscosidad), por ello el método de extraccion es uno de los factores
primordiales que determinara la calidad del aceite esencial (Tongnuanchan y Soottawat,
2014).

A continuacion, se describira los métodos de extraccién mas importantes:

a. DESTILACION A VAPOR

La destilacion a vapor es el método mas utilizado para la extraccion de aceite esencial de la
planta. EIl sistema consta de un lecho empaquetado de los materiales vegetales, que se
encuentra por encima de la fuente de vapor. Solo vapor pasa a través de ella y el agua
hirviendo no se mezcla con material vegetal. Por lo tanto, el proceso requiere la cantidad
minima de vapor en el proceso y la cantidad de agua en el destilado se reduce. Asimismo,
los compuestos solubles en agua se disuelven en la fraccién acuosa del condensado en una

medida inferior (Masango, 2005).
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Yildirim et al. (2004) informaron que la capacidad antioxidante, medida por el método
DPPH (2,2-difenil-1-picril hidracilo) es mayor en los aceites esenciales extraidos por arrastre

por vapor en comparacion de los aceites extraidos por el método de Hidrodestilacion (HD).

b. HIDRODESTILACION

La Hidrodestilacion (HD) es el método estandar de extraccion de aceite esencial de material
vegetal, que a menudo se utiliza para aislar productos naturales no solubles con alto punto
de ebullicidn. El proceso implica la inmersion completa de los materiales de plantas en agua,
seguido por ebullicion. El vapor que lleva al aceite esencial se condensa a una fraccion
acuosa. En cierto grado, este método protege a los aceites esenciales ya que el agua actla
circundante como una barrera para evitar el sobrecalentamiento. La ventaja de esta técnica
es que el material requerido se puede destilar a una temperatura por debajo de 100 ° C
(Tongnuanchan y Soottawat, 2014).

C. HIDRODIFUSION

La diferencia entre la extraccion por hidrodifusion y la extraccion por destilacion de vapor,
se da en la entrada de vapor de agua en el recipiente. Para el método de destilacion de vapor
el vapor se aplica desde la parte inferior del material de la planta, mientras que para la
hidrodifusion el vapor se aplica desde la parte superior. ElI proceso también puede ser
operado a baja presién o vacio y reduce la temperatura de ebullicién del agua por debajo de
100°C. El menor tiempo de extraccion y el mayor rendimiento con menos vapor utilizado lo
tiene la hidrodifusion, por lo que se le considera superior en comparacion a la destilacion de

vapor (Tongnuanchan y Soottawat, 2014).

Este método se utiliza cuando el material vegetal se ha secado y no se dafia a altas

temperaturas (Tongnuanchan y Soottawat, 2014).

d. EXTRACCION POR SOLVENTE

Extraccion con disolvente convencional ha sido implementada para materiales que no son
tolerantes al calor de la destilacion de vapor. Diferentes disolventes como la acetona, hexano,

éter de petroleo, metanol, o etanol pueden ser utilizados para la extraccion. El disolvente se
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mezcla con el material de la planta y después se calienta para extraer el aceite esencial,
seguido de filtracion. Posteriormente, el filtrado se concentra por evaporacion del
disolvente. EI concentrado es de resina (resinoide), o de hormigdn (una combinacion de cera,
fragancia, y aceite esencial). A partir del concentrado, se mezcla luego con alcohol puro para
extraer el aceite y se destila a bajas temperaturas. Sin embargo, este método es un proceso
relativamente lento, con lo que los aceites son mas caros que otros métodos (Tongnuanchan
y Soottawat, 2014).

El residuo del solvente retenido por el producto final es una desventaja que tiene este método
aparte del costo, esto puede causar alergias, toxicidad, y afectar el sistema inmunitario
(Ferhat et al., 2007).

2.3.2. METODOS DE EXTRACCION NO CONVENCIONALES

a. DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO

El tiempo de preparacion extensa y la cantidad de disolventes organicos son algunas de las
deficiencias que tienen los métodos convencionales (extraccion por solventes y destilacion
a vapor). Por otra parte, las pérdidas de algunos compuestos volatiles, la baja eficiencia de
la extraccion, la degradacion de compuestos insaturados y residuos de solvente toxico en el
extracto puede ser encontrado. Por lo tanto, los fluidos supercriticos se han considerado
como un medio alternativo para la extraccion de aceite esencial. El dioxido de carbono
(CO ») es el fluido supercritico mas utilizado debido a sus condiciones criticas. En
condiciones de alta presion, el didéxido de carbono se convierte en liquido, que puede ser
utilizado como un medio muy inerte y seguro para extraer las moléculas aromaticas de

materia prima (Tongnuanchan y Soottawat, 2014).

b. AGUA SUBCRITICA

El agua caliente a presion o agua subcritica se ha introducido como un agente de extraccion
en condiciones dinamicas (presion lo suficientemente alta para mantener el agua en estado
liquido y temperatura en el intervalo de 100°C a 374°C). Este método es mas rapido que la

extraccion por hidrodestilacion (15 min en comparacion con 3 horas), proporciona un aceite
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esencial mas valioso (con mayores cantidades de compuestos oxigenados y no significativa
presencia de terpenos), y permite un ahorro sustancial de costes, tanto en términos de

material de energia y planta (Tongnuanchan y Soottawat, 2014).

C. MICROONDAS

Las microondas son ondas electromagnéticas no ionizantes con una frecuencia de 300 MHz
a 300 GHz. El agua que se encuentra dentro de la célula vegetal, se calienta instantaneamente
mediantes las ondas del microondas, en cuyo proceso la evaporacion genera una presion
interna muy fuerte en las paredes celulares de la planta. Esta presion empuja y estira la pared
celular y finalmente la destruye, lo que facilita la lixiviacion de los fitoquimicos de las

células rotas y asi obtiene un mayor rendimiento de extraccion (Mandal et al.; 2007).

Algunas ventajas del método de extraccién por microondas son: Mayor selectividad, mayor
rendimiento, tiempo de extraccion mas corto y un método respetuoso al medio ambiente. Es
una combinacidn de calentamiento por microondas y la destilacion seca, realizado a presion
atmosférica sin ningun disolvente o agua que permite la extraccion rapida y eficiente de los
aceites esenciales de hierbas aromaticas, especies y semillas secas. Asimismo, reduce los
residuos, agua y evita el consumo de disolvente, y permite ahorros sustanciales de energia.
(Tongnuanchan y Soottawat, 2014). Por lo tanto, el microondas se fundamenta en un
aumento brusco de la temperatura y una expansion drastica, y luego la destruccion de las
paredes celulares de la planta, lo que lleva a la liberacion de los fitoquimicos bioactivos en
el solvente de extraccion (Hoang et al., 2007; Mandal et al., 2007; Proestos y Komaitis, 2008
citado por Wang et al., 2018).

El principal efecto de las microondas consiste en su capacidad de producir cambios en la
rotacion molecular y en la movilidad i6nica del medio sin alterar la muestra (Contreras,
2014).

Ferhat et al., (2007) informaron de que el método de microondas ofrece las ventajas
importantes sobre las alternativas tradicionales, tales como tiempos de extraccion méas cortos
(30 min en comparacion con 3 horas para la hidrodestilacion y 1 hora para prensado en frio);
mejores rendimientos, impacto ambiental (coste energético es sensiblemente superior para

la realizacion de hidrodestilacion y para motores mecanicos (CP) que la requerida para la
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extraccion rapida por microondas); caracteristicas limpias (como ninguna generacién de

residuos y no hay agua o disolvente usado); y altas actividades antimicrobianas.

En resumen, la extraccion asistida por microondas permite una extraccion rapida, reduce los

residuos, evita consumo de agua, disolvente, y permite ahorros sustanciales de energia

d. ULTRASONIDO

El método de extraccion asistida por ultrasonido, debido a su mayor eficiencia y menor
consumo de energia y agua, se ha convertido en una alternativa adecuada a los métodos de
extraccion convencionales y un método aprobado para procesar sustancias vegetales,
especialmente compuestos con bajo peso molecular y este efecto aditivo del ultrasonido. Las
ondas sonoras rompen las células vegetales y liberaran su contenido al entorno de extraccion.
Varios investigadores han aplicado la extraccion sono-asistida para mejorar el rendimiento

de extraccion y acortar el tiempo de extraccion (Belhachat et al., 2018).

El ultrasonido genera ondas sénicas de intensidad especifica y la amplitud en funcion de la
frecuencia operativa. El ultrasonido puede ser clasificado en dos categorias principales, el
ultrasonido de baja potencia (de 100 kHz y superior) y el ultrasonido de alta potencia (de 20
a 100 kHz), ambos de los cuales se han utilizado en la industria alimentaria. El ultrasonido
de baja potencia fue aplicado por la industria alimentaria para evaluar las propiedades
fisicoquimicas de productos alimenticios tales como la composicién y estructura, y otras
evaluaciones de control de calidad, mientras que el ultrasonido de alta potencia ha sido
aplicado a una amplia gama de aplicaciones que incluyen cristalizacién, emulsificacion,
secado y procesos de congelacion, asi como la inactivacion de enzimas (Belhachat et al.,
2018).

2.4. SONICACION

2.4.1. FUNDAMENTO

La sonicacidn tiene algunas implicaciones sobre la desintegracién celular, aumentando asi

la transferencia de masa. Se basa en la aplicacion de ultrasonido logrando una ruptura de las

estructuras celulares de los alimentos vegetales y con ello una mejor extraccion del aceite
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esencial (Peredo-Luna et al., 2009). EIl fendmeno de cavitacién se da durante ultrasonidos,
en el que debido a la accion de las intensas ondas sonoras se produce en los sitios de
nucleacion del liquido maltiples microburbujas, que luego crecen y posteriormente colapsan
(Damyeh et al., 2016).

El colapso de las burbujas trae como consecuencia la conversion de la energia sénica en
energia mecanica en forma de ondas de choque. Esta energia transmite el movimiento a
partes desintegradas de las células que se produjeron cuando el contenido de energia de
ultrasonido supera la resistencia de la pared. Los chorros de agua y las ondas de choque
producidas por el ultrasonido, son los principales factores que intervienen en la rotura de la
célula. El efecto mecanico de ultrasonido acelera la liberacidn de los componentes mediante
la interrupcion de las paredes celulares, mejora la transferencia de masa, y facilita el acceso

de disolventes en el contenido celular (Damyeh et al., 2016).

2.5. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas matematicas y
estadisticas Utiles para modelar y analizar problemas en los cuales una respuesta de interés
es influenciada por varias variables, siendo el objetivo optimizar esta respuesta (Okoh et al.,
2010).

La MSR permite seleccionar previamente un nimero discreto de factores que se sabe que
son los que mas influyen en una funcion objetivo, que para el caso de la industria alimentaria
pueden ser en el producto y en su aceptacion global. A partir de la variacion de estos factores
y siguiendo disefios experimentales adecuados, se obtienen datos cuantitativos de la variable
respuesta (aceptacion) que, ajustando a un modelo matematico, proporcionan una ecuacion
multivariante que resume los resultados del estudio y permite predecir las respuestas para

valores que no fueron determinados en el experimento (Delgado, 2011).

La MSR tiene aplicaciones importantes en el disefio, analisis y optimizacion de productos
existentes y operaciones unitarias, y su uso disminuye el volumen de experimentos,
reactivos, tiempo, aportes financieros, energia, entre otros. En los Gltimos afios, la MSR se
ha aplicado extensivamente para la optimizacion de multiples variables en muchos

bioprocesos y mostro resultados satisfactorios. Es ampliamente utilizado en agricultura,
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biologia, alimentos, quimica y otros campos. El principal objetivo de la MSR es optimizar
simultdneamente los niveles de estas variables, determinar las condiciones operativas

Optimas para obtener la respuesta deseable (Montgomery, 2002).

El objetivo de la MSR es optimizar la respuesta, para la cual se disefia un experimento que
proporcione valores razonables de la variable respuesta y, a continuacion, determinar el

modelo matematico que mejor se ajuste a los datos obtenidos (Montgomery, 2002).

El disefio central compuesto es el experimento disefiado de superficie de respuesta que méas
se utiliza. Los disefios centrales compuestos son un disefio factorial o factorial fraccionado
con puntos centrales, ampliado con un grupo de puntos axiales (también denominados puntos
de estrella) que permiten estimar la curvatura. Los disefios centrales compuestos son
especialmente Utiles en los experimentos secuenciales, porque frecuentemente permiten
ampliar experimentos factoriales anteriores al agregar puntos axiales y centrales (Belhachat
etal., 2018).

La optimizacion por el método de superficie es mas ventajosa que la tradicional optimizacién
simple por pardmetros individuales donde el objetivo es localizar el tratamiento ganador
entre todos aquellos que son probados, en la medida en que la MSR pretende localizar las
condiciones optimas de operacién del proceso con un ahorro de tiempo, espacio y materia

prima (Ye y Jjiang, 2011).

2.6. CROMATOGRAFIA DE GASES

En la cromatografia gas-liquido el analito se divide entre una fase movil gaseosa y una fase
liquida inmovilizada sobre la superficie de un relleno sélido inerte o en las paredes de un
tubo capilar (Skoog et al.; 2008).

2.6.1. DETECTORES DE ESPECTROMETRIA DE MASAS:

El espectrometro de masas es uno de los detectores mas potentes para cromatografia de

gases. La combinacion de cromatografia de gases con espectrometria de masas se conoce

por las siglas GC-MS. La tasa de flujo procedente de las columnas capilares es casi siempre
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tan baja que la salida de la columna se puede alimentar de manera directa a la cdmara de
ionizacion del espectrometro de masas. En GC-MS, el espectrometro de masas barre la masa
en forma repetida durante el experimento cromatografico (Skoog et al.; 2008). Un esquema

de un sistema caracteristico se muestra en la Figura 7.

Los instrumentos para GC-MS han permitido identificar los componentes que causan el olor
y el sabor en los alimentos, identificar contaminantes del agua, llevar a cabo diagnosticos
médicos basados en los componentes del aliento y estudios sobre los metabolitos de
farmacos, es decir permiten identificar miles de componentes presentes en sistemas naturales

y bioldgicos (Skoog et al.; 2008).

h Puerta para inyeccion
A
yan | Silice fundida Region  Regin del
Entrad AYAVAYAYA de la fuente analizador Multiplicador
nirada . V| de iones de masas  de electrones
del gas |
portador [ | | | | | |

o | stems
1 I—I Sistema

de datos

Columna de CG

Hormo del cromatégrafo \
de gases \
Linea de Lentes
transferencia de enfoque
b)

Figura 7. Esquema de un sistema de CG-EM capilar tipico
FUENTE: Skoog et al.; 2008
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I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se llevo a cabo en las siguientes instalaciones: Planta Piloto de
Alimentos (PPA), Laboratorio de Biotecnologia, Laboratorio de Andlisis Fisicoquimico y
en el Laboratorio de Ingenieria de Alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM).

3.2. MATERIAPRIMA

Céscara de Limdn (Citrus aurantifolia) de Variedad Sutil provenientes de la provincia de
Sullana del departamento de Piura (Per(), proporcionado por la empresa "INVERSIONES
LIBER™ ubicado en la ciudad de Lima - Peru.

3.3. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

3.3.1. MATERIALES DE LABORATORIO

- Materiales de vidrio: Beackers de 50, 250, 500 y 1000 ml. Probetas, pipetas,
Picnémetro de 5 ml con termdémetro incorporado, fiolas, tubos de ensayo, viales
ambar de 1.5 ml.

- Bolsas de polietileno de alta densidad, marca Alico.

- Micropipetasde 0.1 a1 ml.

- Otros: Cuchillos, tabla de picar, pinzas, espatula de metal, bowls, gradilla y otros

materiales necesarios para los diferentes ensayos.



3.3.2.

3.3.3.

3.4.

3.4.1.

REACTIVOS

Sulfato de sodio anhidro (Na2S0O4) marca Panreac (Espafa)
Agua destilada
Alcohol etilico de 96°, 90°, 80° y 70° marca Dions (Per()

EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Refractometro ABBE de serie AR, Modelo Kruss (Peru)

Equipo Microware Gravity Station, Serie 1605097. Model: NEOS — GR (ltalia)
Equipo Ultrasonic Cleaners VWR™, Serie 1025 H0011, Models 97043-930 (USA)
Cortador de alimentos ROBOT COUPE CL50, Serie 322276950001, Modelo R5
V.V (USA)

Empacadora al vacio, Serie 2972596316, Marca Komet, Modelo Plus Vac20
(Alemania)

Agitador Vortex, Marca VelpR Scientific, Modelo F202A0175 (Alemania)

Balanza de precision, marca Mettler Toledo, Serie 602206860045, modelo Mettler
PE 2000 (USA)

Balanza analitica, marca AND, Serie 50004, Modelo N92 (Korea)

Balanza de humedad infrarroja OHAUS, Serie OH — 0200, Modelo MB35 (USA)
Equipo Clevenger del laboratorio de Biotecnologia (UNALM)

Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector espectrémetro de
masas Agilent Technologies 5975C (USA)

METODOS

ANALISIS FISICOQUIMICOS

Indice de refraccion: Segin el método 921.08A0AC (2007). Para la medicion se
utilizo el refractometro de mesa ABBE a una temperatura de 20 °C.

Gravedad especifica: Segun la Norma Técnica Peruana ITINTEC

N°319.081.1974, la cual consistio en medir el volumen del aceite en un picndmetro
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a una temperatura de 20 °C, el picndmetro se pesé antes y después del llenado y por
diferencia se obtuvo la densidad. Los resultados se expresaron en g/ml.

Solubilidad en alcohol: Segun la Norma Técnica Peruana ITINTEC
N°319.084:1974, para lo cual se utiliz6 alcohol de 96°, 90°, 80° y 70° GL. Se colocd
0.3 ml de aceite esencial en un tubo de ensayo con una micropipeta y se afiadié 0.3
ml de etanol para luego ser agitado en un vortex. Se afiadié volimenes de etanol

hasta que se observo una sola fase.

Residuos por evaporacién: Segin la Norma Técnica Peruana ITINTEC
N°319.089:1974. Los anélisis fisicoquimicos descritos anteriormente, se realizaron
a los aceites obtenidos por extraccion asistida por microondas con pretratamiento de
ultrasonido, por extraccion asistida por microondas sin pretratamiento, y de la

extraccion por hidrodestilacion (Clevenger).

Cromatografia de gases para determinar componentes: EI andlisis
cromatografico fue desarrollado en la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Para
la determinacion y cuantificacion de los componentes del aceite esencial de cascara
de limén extraido por microondas utilizando un pretratamiento de ultrasonido se
utilizé un cromatdégrafo de gases acoplado a un espectrébmetro de masas. A

continuacion, se detalla los parametros usados.

Condiciones cromatogréficas:

Equipo: Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890 con detector
espectrometro de masas Agilent Technologies 5975C.

Columna: J&W 122-1545.67659 DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 pm x 0.25 pm
Rampa de temperatura: Empieza en 40 °C y sube a 5 °C/min hasta 180 °C; 2.5 °C/min
hasta 200 °C manteniéndose por 5 min y finalmente 10 °C/min hasta 300 °C,
manteniéndose por 3 min.

Volumen de Inyeccién: 1 pL

Split: 1:100

Gas portador: He, 1 ml/min 20 uL del aceite esencial fue diluido en 1 ml de

diclorometano y luego se inyect6 1 pL al cromatografo de gases.
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3.4.2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

a. EXTRACCION POR MICROONDAS CON PRETRATAMIENTO DE
ULTRASONIDO

En la Figura 8 se muestra el flujo de operaciones para la obtencion de aceite esencial de
cascaras de limon (Citrus aurantifolia) por el método de extraccion asistida por microondas
con pretratamiento de ultrasonido. Asimismo, se describen cada una de las operaciones

unitarias involucradas.

Cascaras de Limén

|

SELECCION
TROZADO Velocidad = 25 rpm
Tiempo = 90 segundos

v

ULTRASONIDO

v

EXTRACCION } Potencia= 720 Watts
l Tiempo = 15 min

Aceite esencial de cascaras de limon

Figura 8. Flujo de operaciones para la extraccion de aceite esencial de cascara

de limdn por el método de extraccion asistida por microondas

Seleccion: Se realiz6 una seleccion manual con el objetivo de retirar la materia prima que

estaba en malas condiciones.

Trozado: La materia prima fue trozada utilizando un equipo cortador eléctrico, con la
finalidad de reducir el tamafio de particula para facilitar la extraccion del aceite esencial. El
equipo se regulo a una velocidad 25 rpm y el tiempo de proceso fue de 90 segundos, a fin de

obtener particulas homogéneas.
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Ultrasonido: Las cascaras de limén trozadas se colocaron en un vaso precipitado de 600 ml
que fue colocado al interior de un bafio ultrasénico que trabajé a una potencia de 180 watts
con una fuente de alimentacion de entrada de 220 voltios y una frecuencia de 35 kHz
(pardmetros constantes, segun informacion proporcionada por el fabricante). Se regulo el
equipo a diferentes tiempos y temperaturas segun el disefio experimental obtenido a partir
del software Desing-Expert® DX7Trial/dX7.

Extraccion: Posterior al pretratamiento de ultrasonido, se pesé 500 gramos de muestra, y
fueron colocadas en el equipo de extraccion Mycroware Gravity Station, se extrajo el aceite
esencial a presion atmosférica con una potencia constante de 720 watts durante 15 minutos,

sin agregar ningun solvente. Se midi6 el volumen obtenido.

Envasado: El aceite esencial fue tratado con sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua

residual y envasado en viales de color ambar.

Almacenamiento: Las muestras de aceite esencial envasadas, se almacenaron a 4 °C hasta

su caracterizacion fisicoquimica.

b. EXTRACCION POR HIDRODESTILACION

Con fines de comparacion se realiz6 la extraccion del aceite esencial de cascara de limén
por hidrodestilacion (Clevenger), método convencional a nivel laboratorio. Para ello se

realizd las mismas operaciones de seleccion y trozado, antes de la extraccion.

Extraccion: Se colocé 100 gramos de muestra en un matraz de fondo redondo y se afiadio
agua con una proporcion de 1:6 respecto a la materia prima. Se procedi6 a la destilacion
utilizando el equipo de destilacién Clevenger, a temperatura de ebullicion por un tiempo de

90 minutos. Se midio la cantidad de aceite esencial obtenido.

Envasado: El aceite esencial fue tratado con sulfato de sodio anhidro para eliminar el agua

residual y envasado en viales de color ambar.

Almacenamiento: Las muestras de aceite esencial envasadas se almacenaron a 4 °C hasta

su caracterizacion fisicoquimica.
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3.4.3 DISENO EXPERIMENTAL UTILIZANDO LA METODOLOGA DE
SUPERFICIE DE RESPUESTA

Se evaluod la influencia del pretratamiento ultrasonico en el rendimiento del aceite esencial
de las céscaras de limon aplicando el método de superficie de respuesta para un nivel de
significancia de 0.05. La variable respuesta (rendimiento) se expreso en porcentaje. Las
variables independientes (factores) que se controlaron fueron: el tiempo y temperatura del
equipo ultrasénico siendo el nivel minimo y maximo que se ensayaron los que se presentan
en el Tabla 5.

Cada parametro se prob6 en dos niveles codificados como (—1) para el nivel mas bajo y (+1)

para el nivel mas alto. Un disefio compuesto central (CCD) con puntos axiales se utilizé para

disefiar los datos experimentales.

Tabla 5: Factores y niveles para el método de superficie de respuesta

FACTO VARIABLE NIVEL NIVEL
INDEPENDIENT UNIDAD INFERIOR SUPERIO -ALPHA +ALPHA
E -1 R +1
A Temperatura de
) °C 25 40 22 43
ultrasonido
B Tiempo de )
) Min 6 30 1 35
ultrasonido

El método generd 11 tratamientos con 3 repeticiones en los puntos centrales (0, 0, 0) para
estimar el error puro. Los niveles codificados de los dos factores evaluados se indican en la
Tabla 6. Dichos tratamientos fueron desarrollados en el laboratorio en forma aleatoria con

tres repeticiones cada uno.
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Tabla 6: Arreglo factorial de tratamientos por el método de superficie de
respuesta

TRATAMIEN FACTOR A: TEMPERATURA FACTOR B: TIEMPO

TOS O (min)
1 25 6
2 40 6
3 25 30
4 40 30
5 22 18
6 43 18
7 33 1
8 33 35
9 33 18
10 33 18
11 33 18

3.4.4. ANALISIS ESTADISTICO

Para la maximizacién de los parametros de temperatura y tiempo de ultrasonido, los célculos
estadisticos se realizaron mediante el Analisis de Varianza (ANOVA) de la Metodologia de
Superficie de Respuesta (RSM).

Se realizd una prueba T-student para verificar si existe diferencias significativas entre el
valor maximo de rendimiento obtenido por el software y los valores de rendimiento

obtenidos experimentalmente.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41 EFECTO DE LA TEMPERATURA Y TIEMPO DEL PRETRATAMIENTO
ULTRASONICO EN EL RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE CASCARA
DE LIMON

En el Tabla 7 se muestra el rango de cada variable independiente (temperatura y tiempo) y
la respuesta (rendimiento) obtenida bajo diferentes combinaciones de pretratamiento

establecidos por el disefio Central Compuesto (DCC).

La respuesta (rendimiento) varié ampliamente en funcion de la configuracion de pardmetros
de los experimentos (de 1.980 + 0.032 a 2.630 + 0.046 por ciento (v / w) (ml de aceite
esencial/ 100 g de materia en base seca). Observandose una diferencia significativa entre
algunos tratamientos mas que en otros (Anexo 1). El tratamiento 5 (22 °C y 18 min) tuvo el
mayor rendimiento de aceite esencial, mientras que el rendimiento mas bajo se encontrd en

el tratamiento 8 (33 °C y 35 min).

Se observo que los factores tiempo y temperatura del pretratamiento ultrasénico tienen un
efecto significativo en el rendimiento de la extraccion del aceite esencial de cascara de limon
de variedad sutil (p<0.05), tal como se determiné mediante el analisis de Varianza (Anexo
2). Tal efecto puede atribuirse a las reacciones entre la corriente sonica producida por el
ultrasonido rompiendo las paredes de la materia prima en diferentes niveles dependiendo del

tiempo y temperatura a las que son expuestas (Belhachat et al., 2018).



Tabla 7: Resultados del rendimiento de la extraccion de aceite esencial de

cascara de limon aplicando un pretratamiento ultrasonico

TRATAMIEN TEMPERATURA TIEMPO VARIABLE

TO DE ULTRASONIDO DE RESPUESTA
(A) ULTRASONIDO RENDIMIENTO

(B) (porcentaje)
1 25 6 2.001 +0.0212
2 40 6 2.389 + 0.035¢
3 25 30 2.422 + 0.026¢
4 40 30 2.006 + 0.0112
5 22 18 2.630 + 0.046¢
6 43 18 2.003 + 0.010¢?
7 33 1 2.146 + 0.016°
8 33 35 1.980 + 0.0322
9 33 18 2.189 + 0.018"
10 33 18 2.211 + 0.036°
11 33 18 2.199 + 0.021°b

Los resultados se dan como media + desviacion estdndar (n=3). Letras en minuscula de
superindices indican diferencia significativa (p<0.05) del rendimiento entre

tratamientos.

a. COEFICIENTES DE REGRESION Y AJUSTE DEL MODELO DE
SUPERFICIE DE RESPUESTA

Los datos experimentales se ajustaron a una ecuacion polinomial de tercer orden. EI modelo
polinomial utilizado en el analisis de la superficie de respuesta se muestra en la siguiente

ecuacion.
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Y =-0.796 + 0.103*A + 0.408*B - 0.015*A*B - 4.35E-04*A2 - 0.007*B2 + 8.102E-
05*A2*B + 2.0E-04*A*B2

Donde “Y” expresa el rendimiento de extraccion de aceite esencial de céscara de limén
(expresado en ml por 100g de peso seco) (porcentaje), A: temperatura de ultrasonido ( °C) y
B: tiempo de ultrasonido (min).

Respecto a la ecuacion, se observa que A2, B2y la interaccion entre las dos variables AB
demostraron efectos negativos en el rendimiento de extraccion, mientras que la variable A,

B y la interaccion entre A2B y B2A mostraron efectos positivos.

Los resultados de este estudio muestran que el coeficiente de determinacién R2 fue 0.9855
para el modelo que predice el rendimiento de extraccion de aceite esencial de cascara de
limén. Esto implica que la variacion de la muestra del 98.55 por ciento podria atribuirse a
las variables independientes y, el modelo no explico solo el 1.45 por ciento del total de
variaciones. Sin embargo, R2 no se considera como el punto principal para implicar la
precision del modelo, ya que considera términos innecesarios que hacen que su valor sea
elevado, debido a aquello es el RZ ajustado, es el mas apropiado para evaluar el modelo. Tan
et al., (2012) citado por Belhachat et al., (2018) menciona que, si el valor del R2 ajustado es
mas del 90 por ciento, el modelo es el indicado, en la préctica se obtuvo 98.14 por ciento,

concluyendo que el modelo seleccionado es el correcto.

El resultado para R? predicho muestra un valor de 0.9737. El modelo F value, 242.43, implica
que el modelo es significativo. El p-value del modelo fue inferior a 0.05, confirmando una
vez mas que el modelo es significativo. Por lo que todos los datos obtenidos reforzaron la

precision del modelo.

Asimismo, en el Tabla ANOVA del Anexo 2 se puede ver que el valor de P del rendimiento
de extraccion por falta de ajuste fue superior a 0.05, es decir no significativo, indicando la
idoneidad de los modelos para predecir con precision la variacion (Prasad et al., 2011). La
falta de ajuste mide qué tan bien los modelos se ajustan a los datos. Sobre la base del
resultado en el Anexo 2 se mostré que la falta de ajuste con el valor de p (0.0710), la
"adecuacion™ del modelo, es mayor que 0.05, lo que indica que el modelo predicho

representa razonablemente los valores observados, significando que este modelo fue lo
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suficientemente preciso prediciendo la respuesta relevante. Asi, la respuesta fue

suficientemente explicada por el modelo.

El coeficiente de variacion (CV) describe la medida en que se dispersan los datos (Pathirana
y Shahidi, 2005). Es una medida de la variacion residual de los datos en relacién con el
tamano de la media; los pequefios valores de CV dan mejor reproducibilidad. El coeficiente
de variacion (CV) de valor menor de 10 por ciento indica que el modelo es reproducible
(Mason et al., 1989 citado por Belhachat et al., 2018). En el presente trabajo se encontr6 que
el CV de 1.26 por ciento (Anexo 2) indicando que los resultados experimentales fueron

precisos y confiables.

b. ADECUACION DE LOS MODELOS POLINOMIALES DE TERCER
ORDEN

La aproximacion suficiente del modelo polinomial de tercer orden se puede verificar al trazar
la relacion entre los valores predichos y los valores experimentales del rendimiento de

extraccion de aceite esencial de cascara de limon (Figura 9).
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Figura 9. Rendimiento de extraccion experimental frente al rendimiento de

extraccidn previsto en condiciones de extraccion éptima
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Como se puede observar, los valores experimentales estuvieron cerca de una linea recta de
los valores predichos, existe una concordancia entre estos valores, el coeficiente de
determinacion R2 para la extraccion del rendimiento de aceite esencial de cascara de limon
fue de 0.9855, este resultado indico que el modelo de superficie de respuesta en este estudio
era adecuado para determinar los mejores parametros de ultrasonido que maximizara el

rendimiento de la extraccion de aceite esencial de cascara de limén.

c. Analisis de superficies de respuesta y figuras de contorno

La influencia de los dos factores (temperatura y tiempo) en el rendimiento de extraccion del
aceite esencial de cascara de limon se determind a través de la ecuacién de regresion
polinémica de tercer orden. La mejor manera de expresar el efecto de cualquier pardmetro
sobre el rendimiento del aceite esencial dentro del espacio experimental bajo investigacion

fue generar Figuras de superficie de respuesta de la ecuacion.

La relacién entre las variables independientes (factores) con el rendimiento se represento
graficamente mediante la superficie de respuesta 3D y los Figuras de contorno 2D generados

por el modelo (Figura 10).

Las curvas de superficies de respuesta 3D en la figura 10 (a) demostraron los efectos de los
factores evaluados (tiempo y temperatura de ultrasonido) y sus interacciones mutuas en el

rendimiento de extraccion.

Una figura de contorno eliptica indica que las interacciones entre las variables fueron
significativas, mientras que una grafica de contorno circular significa que fueron no
significativos (Belhachat et al., 2018). El contorno exhibi6 una naturaleza eliptica (figura 10
(b)), indicando que los efectos interactivos entre el tiempo y la temperatura de ultrasonido

fueron significativos.
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411 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Evaluando solo la influencia de la temperatura (Anexo 2), la variable mostr6 una influencia
lineal y cuadratica significativa. Se evalud 5 temperaturas (22, 25, 33, 40 y 43 °C), el
rendimiento en el minuto uno hasta el minuto diez presenté un comportamiento lineal
creciente y a partir del minuto 11, el rendimiento empez6 a disminuir al aumentar la
temperatura, presentando un comportamiento lineal decreciente y un comportamiento
cuadratico, por lo que se concluye que, el rendimiento aumenta con el aumento de
temperatura hasta cierto punto, después de ello comienza a disminuir. Hemwimol et al.,
(2006), mencionan que mientras la temperatura se eleva, la amplitud de las ondas
ultrasénicas que viaja a través de un medio liquido crea burbujas y estas colapsan por la
cantidad de energia que acumulan. Sin embargo, la formacion de burbujas de cavitacion a
una temperatura demasiada alta hace que estas colapsan con mayor fuerza, destruyendo parte
del aceite esencial. Concordando con lo reportado por Yu et al., (2012), quienes afirman a
través de su estudio de extraccion de aceite esencial de pino, que la temperatura ultrasénica
mejora el rendimiento del aceite esencial hasta cierto punto, por ello la importancia de

determinar la temperatura adecuada de ultrasonido.

412 EFECTO DEL TIEMPO

El tiempo de ultrasonido es un factor importante que afecta la eficiencia de extraccion (Xu
et al., 2015). Es necesario determinar el tiempo adecuado de ultrasonido para evitar el uso
excesivo de energia. Los tiempos experimentales que se estudiaron en la presente
investigacion fueron: 1, 6, 18, 30 y 35 minutos, la influencia que tuvo el tiempo en relacion
con el rendimiento como se puede observar en la figura 10 (a), (b) y en el Anexo 2, fue lineal
y cuadratica. A una temperatura constante, el rendimiento se incrementd hasta cierto tiempo,

después del cual el rendimiento disminuyad.

Asimismo, los resultados mostraron que para un tiempo de ultrasonido mayor a 25 minutos
aproximadamente, el rendimiento del aceite esencial de cascara de limon sutil disminuye;
este resultado podria deberse que pasado un tiempo determinado de ultrasonido las ondas

ultrasdnicas pueden destruir el aceite esencial, de la misma manera con la que actua con la
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pared celular. Segun Huie (2002), la pared celular de la planta es muy delgada y puede ser
facilmente destruida por el ultrasonido, lo que facilita la liberacion del aceite esencial, lo que

resulta un tiempo de extraccion reducido y una mayor eficiencia de extraccion.

4.1.3 EFECTO DE LA INTERACCION TEMPERATURA Y TIEMPO

Relacionando la temperatura y el tiempo se puede interpretar de los Figuras de superficie de
respuesta, que a una temperatura de 22 °C, el rendimiento aumenta significativamente hasta
el minuto 24, pasado este tiempo el rendimiento empieza a disminuir, de igual manera a una
temperatura de ultrasonido de 25 °C, el rendimiento de extraccion del aceite esencial de
limon se incrementa hasta el minuto 22, pasado ello, el rendimiento disminuye, a una
temperatura de 33 °C pasado el minuto 12 de ultrasonido el rendimiento disminuye y de la
temperatura de 40 °C y 43 °C mientras aumenta el tiempo el rendimiento disminuye. Por lo
tanto, a mayor temperatura se necesita menor tiempo de ultrasonido, y a menor temperatura
se necesita mayor tiempo de ultrasonido. Por ello la importancia de determinar ese tiempo y

esa temperatura adecuada que maximice el rendimiento en la extraccion del aceite esencial.

La extraccién del aceite esencial de la parte externa se atribuye a la transferencia de masa
externa, las ondas de ultrasonido pueden destruir facilmente las glandulas externas de las
estructuras secretoras de la planta, facilitando asi la liberacién de componentes (Huie, 2002).
Por ejemplo, Chen et al., (2012), analiz6 el rendimiento de extraccion de polisacaridos y dio
como resultado que los primeros 60 minutos aumenta rapidamente y se obtiene el resultado
de extraccion dptimo, ya que después de los 60 minutos, el aumento del rendimiento de

extraccion es lento.

42 MAXIMIZACION DEL RENDIMIENTO

Los resultados de la aplicacion de la metodologia de superficie de respuesta 3D y las Figuras
derivadas de los modelos, mostraron que el tiempo de ultrasonido y la temperatura de
ultrasonido tienen un efecto significativo (p <0.05) en la extraccion del rendimiento del

aceite esencial de cascara de limén sutil.
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Para obtener la mejor combinacién de los parametros de tiempo y temperatura que da el
méaximo rendimiento fue necesario definir ciertas condiciones de los pardmetros. Por ello,
en la Tabla 8 se presenta la mejor restriccion de ambos parametros, obtenida por la

metodologia de superficie de respuesta.

Tabla 8: Cuadro de restricciones para la Maximizacién, obtenido por la

metodologia de superficie de respuesta (RSM)

LIMITE LIMITE
NOMBRE CRITERIO INFERIOR SUPERIOR
TEMPERATURA (°C) En el rango 25 43
TIEMPO (min.) En el rango 6 30
RENDIMIENTO (%) maximo 1.94 2.68

De acuerdo al rango trabajado de temperatura y tiempo de ultrasonido (Tabla 8), la mejor
combinacién de los pardmetros para obtener el maximo rendimiento de aceite esencial de
cascara de limon predicho por el modelo polinomial de tercer orden fue la siguiente: tiempo
de 22.32 minutos y temperatura de 25°C de ultrasonido, obteniéndose un rendimiento de
2.533% con una deseabilidad de 0.801 (Anexo 3). Para facilitar el proceso de ultrasonido, la
mejor condicidn se modificé de la siguiente manera: tiempo de 22 minutos y temperatura de
25°C de ultrasonido, se realizd cuatro pruebas experimentales para la validacion y el
rendimiento experimental real en estas condiciones fue del 2.56 + 0.03%, valor cercano al

valor predicho del modelo.

Se realizd una prueba de comparacion t-student, donde se determin6 que entre los valores
obtenidos experimentalmente y el valor obtenido por el software no existe diferencias

significativas con un p-valor > 0.05 (Anexo 4).
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43 COMPARACION DEL RENDIMIENTO DE ACEITE ESENCIAL DE
CASCARA DE LIMON (Citrus aurantifolia )

A continuacién, se muestra el rendimiento del aceite esencial extraido por el método de
extraccion asistida por microondas utilizando el pretratamiento ultrasénico maximizado,
extraido solo por microondas y extraido con el método convencional de hidrodestilacion
(Clevenger).

Tabla 9: Comparacion del rendimiento de aceite esencial respecto al método

tradicional de extraccion (clevenger)

METODO DE EXTRACCION RENDIMIENTO

(porcentaje)

Microondas con pretratamiento* (T1) 2.56 + 0.03 por ciento
Microondas (T2) 1.83 + 0.03 por ciento
Hidrodestilacion (T3) 1.92 £ 0.03 por ciento

*pretratamiento = 22 minutos de ultrasonido a 25°C.

Se observa que existe diferencia significativa entre los tres tratamientos a un nivel de
significancia del 95% (Anexo 5). Bajo las mejores condiciones de ultrasonido, el
rendimiento del aceite esencial de cascara de limon aumenté de 1.92 + 0.03 por ciento
(clevenger) y 1.83 £ 0.03 por ciento (microondas) a 2.56 + 0.03 por ciento (ultrasonido méas

microondas).

En la presente investigacion se obtuvo 1.83 por ciento en la extraccion asistida por
microondas, valor que difiere respecto a lo reportado por algunos investigadores. El rango
del rendimiento para el aceite esencial de la misma variedad sutil que se reportaron fue de
0.8 a 1.7 por ciento, al utilizar potencias entre 265 a 785 watts y tiempos entre 15 a 35
minutos (Bousbia et al., 2009; Shakir y Salih, 2015 y Bustamante et al., 2016). Las
diferencias entre los resultados pueden deberse a la potencia y tiempo de extraccion utilizada,
en el presente trabajo se utiliz6 720 watts por 15 minutos. Al respecto, Chemat y Esveld
(2001) mencionan que una mayor absorcion de energia electromagnética podria resultar en

una mayor disipacion de energia dentro del material de la planta y generar un movimiento
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molecular y un calentamiento mas efectivos, lo que llevaria a una mejora en la eficiencia de

extraccion.

Para la hidrodestilacion Bousbia et al. (2009) y Shakir y Salih. (2015) reportaron
rendimientos de 0.8 por ciento y 1.061 por ciento con tiempos de extraccion de 120 y 45
minutos, respectivamente. La diferencia que muestran estos valores entre si y con el valor
obtenido (1.92 por ciento de rendimiento) podria ser debido al tiempo de extraccion usado,
que en el presente trabajo fue 90 minutos.

Una ventaja del uso del microondas como método de extraccion es que no se usa solvente
alguno debido a que el tiempo de extraccion es corto en comparacion a una extraccion con
el método tradicional (clevenger) que necesariamente necesita de un solvente ya que el
tiempo de exposicion de la destilacion es largo, por lo que el uso de un gran volumen de
disolvente puede llevar a mas energia y tiempo a condensarse la solucion de extraccion

(Jeyaratnam et al., 2016).

Al comparar la extraccion por el método de microondas con el pretratamiento ultrasénico
con el microondas solo y la hidrodestilacion, el rendimiento del aceite esencial obtenido es
mayor. Este mayor rendimiento se puede explicar con el fundamento con el que actla el
ultrasonido, el fendbmeno de cavitacion que se produce durante la el pretratamiento
ultrasonico, en el cual, debido a la accién de las ondas sonoras intensas, se producen
maltiples microburbujas en los sitios de nucleacion en el fluido, que luego crecen y
posteriormente se colapsan, desintegrando la membrana celular, y, por lo tanto, aumentan la

transferencia de masa (Damyeha et al., 2016).

Aunque las dos técnicas de extracciéon (ultrasonido y microondas) tienen sus propias
ventajas, el microondas tiene el problema de un calentamiento no homogéneo, mientras que
el efecto térmico del ultrasonido es relativamente débil. Todas estas deficiencias restringen
la aplicacion y la efectividad de estos dos métodos por separado. En consecuencia, la
combinacion del microondas con el ultrasonido es una tecnica de extraccion
complementaria, es decir, las ondas ultrasonicas podrian compensar efectivamente el defecto
del calentamiento desigual por microondas, y viceversa, el excelente efecto térmico por
microondas podria compensar efectivamente el problema de la escasez de produccion de

calor insuficiente por ultrasonido (Zhang y Liu, 2008).
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Lou et al., (2010) realizaron un analisis de microscopia electronica de barrido (SEM) para
entender lo que pasaba con la pared celular de la materia prima evaluada y lo definieron de
la siguiente manera: el ultrasonido mas el microondas combina la cavitacion y el golpe
mediante un intenso movimiento mecanico de la onda ultrasonica con los excelentes efectos
de expansién y calentamiento de las microondas, en consecuencia, la rotura de células y la
fuga de aceite esencial por ultrasonido y microondas fue mas fécil que el método simple de
ultrasonido y microondas por separado. EI microondas junto al ultrasonido causé mas dafio

en la pared celular.

44 EFECTO DEL PRETRATAMIENTO ULTRASONICO SOBRE LAS
CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DEL ACEITE ESENCIAL

En el Tabla 10 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial obtenido por

la combinacion de ultrasonido y microondas, microondas solo e hidrodestilacién.

Tabla 10: Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de cascara de limoén

TRATAMIENTO Ind. Gravedad Residuopor  Solubilidad en

Ref especifica Evaporizacién etanol
Microondas con 1450+ 0.8557 02+001% 96° 11
pretratamiento* 0.002 0.01 90° 14
(T1) 80° insoluble

70° insoluble
Microondas (T2) 1450+ 0.8545+ 03+£0.01% 96° 11
0.002 0.01 90° 14
80° insoluble
70° insoluble
Hidrodestilacion 1456+ 0.8525+ 0.7£0.01% 96° 1:1
(T3) 0.002 0.01 90° 1.7
80° insoluble

70° insoluble

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (n = 3).
*pretratamiento = 22 minutos de ultrasonido a 25°C.
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Como se observa en el Tabla 10, se obtuvo 1.450 + 0.002 de indice de refraccion por
microondas, 1.456 + 0.002 por hidrodestilacion y 1.450 + 0.002 por microondas con pre-
tratamiento de ultrasonido. Quinde (1984) citado por Pezo (2003), menciona que el indice
de refraccion de los aceites esenciales oscila generalmente entre 1.43 y 1.62 a temperaturas
alrededor de 20 °C siendo este un parametro que permite revelar la presencia de sustancias

extrafas.

Los valores que se encontraron estan dentro del rango establecido, pero son menores a los
reportados por Horna (2015) y Chirinos y Quispe (2018), quienes determinaron valores de
1.4742 y un rango de 1.4820 -1.4900, para el aceite esencial de limdn extraido por el método
de centrifugado y 1.4740 -1.4780, por método de arrastre de vapor, los valores corresponden
a aceites esenciales de limén sutil peruano. Asimismo, Sanchez (2003) mencionado por
Quiroz (2009), determino valores entre 1.4743 — 1.4757 para el limon sutil ecuatoriano. Y
un valor de 1.48 para el limon de Nigeria con el método de extraccion de clevenger fue
determinado por Njoku y Evbuomwan (2014). Husnl et al., (2007) mencionan que los
aceites esenciales con un menor valor del indice de refraccién y densidad estan relacionados
con una menor cantidad de fenoles, en su composicién. Granados et al., (2012) citan que los
aceites esenciales con indices de refraccion mayores a 1.47 y densidades superiores a 0.9
g/ml tienen en su composicién cantidades importantes de compuestos oxigenados

aromaticos.

Gamarra et al., (2005) menciona que la relacion entre el tiempo de destilacion y el indice de
refraccion es directa, es decir conforme aumenta el tiempo de destilado aumenta el indice de
refraccion muy levemente lo cual puede ocurrir debido a que conforme progresa la
destilacion se van destilando compuestos del aceite esencial y/o modificandose los
compuestos destilados en los primeros minutos, los cuales pueden ir cambiando la coloracion
del aceite esencial hacia méas opaca, ello explicaria la ligera diferencia determinada por el
método de hidrodestilacion, respecto al método de extraccion de microondas.

Tomando en cuenta que este parametro es exclusivo de cada aceite esencial, es muy
importante su determinacién debido a que su valor cambia si este se diluye o mezcla con
otras sustancias y, por lo tanto; es una medida de la calidad y un pardmetro que ayuda a

controlar la adulteracion (Ortufio, 2006; citado por Tellez, 2017). Las primeras horas del
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proceso de destilacion se deben a la mayor cantidad de terpenos, mientras que, en la etapa
final de destilacion, prevalece la presencia de compuestos oxigenados (Gamarra et al, 2005).

Se obtuvo 0.8545 + 0.01 de gravedad especifica para la extraccion por microondas, 0.8525
+ 0.01 por hidrodestilacion y 0.8557 + 0.01 por microondas con pre-tratamiento de
ultrasonido. Montes (1981) citado por Gutiérrez (2008), menciona que la gravedad
especifica en aceites esenciales va desde 0.84 a 1.18. Los resultados estan dentro de lo
mencionado; resultados similares fueron encontrados por Sanchez (2003) citado por Quiroz
(2009), quien obtuvo un rango de 0.851 — 0.855, Horna (2015) obtuvo 0.8589, Chirinos y
Quispe (2018) obtuvieron 0.8620, todos para el aceite esencial de limon sutil peruano. Leon
(2017) obtuvo un valor de 0.86 para aceite esencial de limon sutil, proveniente de Ecuador
y Njoku y Evbuomwan (2014) obtuvieron un valor de 0.85 para el limon de Nigeria con el

método de extraccion clevenger.

En cuando a los residuos por evaporacion, se obtuvo 0.3 £ 0.01 por ciento para la extraccion
por microondas, 0.7 £ 0.01 por ciento por hidrodestilacion y 0.2 + 0.01 por ciento por
microondas con pre-tratamiento de ultrasonido. Chirinos y Quispe (2018) mencionan que
los residuos por evaporacion estan relacionados con el tiempo que esta el aceite en contacto
con la corteza durante la expresion, y con el tipo de proceso de extraccion que produce un

mayor o menor esfuerzo mecanico sobre la corteza del fruto.

Los valores determinados difieren con lo reportado por Sanchez (2003) citado por Quiroz
(2009), quien hall6 valores de 2.2 — 2.5 por ciento; Horna (2015) de 3.15 por ciento, mientras
que Chirinos y Quispe (2018) encontraron rangos de 10.0 - 18.0 por ciento, para aceites
extraidos por centrifugado y para aceite, extraido por destilacion, valores entre 0.2 - 2.2 por
ciento. La diferencia podria deberse al tiempo de extraccion, ya que para la extraccion con
el microondas solo se expuso a la materia prima por 15 minutos, y el tiempo de extraccion
por hidrodestilacion fue 90 minutos. Cuanto menos residuo por evaporacion tenga, el aceite

esencial es méas puro (Horna, 2015).

Por ultimo, para la solubilidad en alcohol, los tres tratamientos fueron solubles en etanol de
96 por ciento en la misma proporcion, pero para la solubilidad a 90 por ciento se necesito
mas etanol para la solubilizar el aceite extraido por el método de hidrodestilacion (T3). Para

el etanol de 80° y 70° los aceites extraidos por los tres tratamientos mostraron insolubilidad.
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Horna (2015) encontro solubilidad para etanol de 95 por ciento, Chirinos y Quispe (2018)
solubilidad al 90 por ciento. La solubilidad se debe principalmente al contenido de
compuestos oxigenados en el aceite esencial. La presencia de compuestos oxigenados
aumenta la afinidad por el solvente y adicionalmente, los aldehidos y alcoholes poseen la
capacidad de formar puentes de hidrogeno; por tal razén, el contenido de compuestos
oxigenados, ademas de proveer las notas arométicas agradables a los aceites esenciales,
aumentan su solubilidad en etanol haciéndolos méas aptos para su aplicacion en la industria
(Téllez, 2017). Por lo mencionado, se puede concluir que el aceite extraido por el método de
microondas (T1 y T2) contiene mayor porcentaje de compuestos oxigenados que el aceite
extraido por el método de hidrodestilacion.

45 EFECTO DEL PRETRAMIENTO ULTRASONICO SOBRE EL PRINCIPAL
COMPONENTE QUIMICO (D-LIMONENO) DEL ACEITE ESENCIAL DE LIMON

En el Tabla 11 se muestra el porcentaje de D-Limoneno del aceite esencial de cascara de

Limon obtenido por extraccién asistida por microondas con pretratamiento de ultrasonido.

Tabla 11: Contenido de D-Limoneno en el aceite esencial de limén sutil extraido

por microondas mas ultrasonido.

) Compuesto
Tratamiento .
(porcentaje)

Microondas con )
_ 51.82 por ciento
pretratamiento*

*pretratamiento = 22 minutos de ultrasonido a 25°C.

Como se puede observar, el resultado obtenido para el aceite esencial de cascara limén de
variedad sutil extraido por microondas con pretratamiento ultrasénico fue de 51.82 por

ciento de D — Limoneno (Anexo 6y 7).

Para el aceite esencial de limon sutil “Citrus aurantifolia” obtenido por microondas sin
ningun pretratamiento encontraron valores para el D-limoneno de 60.56 por ciento (Bousbia
et al., 2009) y 59.156 por ciento (Shakir y Salih 2015) (Anexo 8 y 9). Y para el aceite de
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limon extraido por hidrodestilacion, Bousbia et al. (2009) obtuvieron 63.44 por ciento de D-
limoneno y Njoku y Evbuomwan (2014) un valor de 64 por ciento (Anexo 10y 11) y en el

Anexo 12 se observa la figura

Bousbia et al., (2009) llegaron a la conclusién que no hay diferencia entre el porcentaje de
limoneno obtenido por microondas y por hidrodestilacion. Lo mismo mencionaron
Bustamante et al. (2016), quienes analizaron la composicion de la cascara de naranja con
estos dos tipos de extraccion (microondas e hidrodestilacién) obteniendo valores similares
para el D-limoneno en ambas muestras (96.75 y 97.38 por ciento para hidrodestilacion y
microondas, respectivamente), o que demuestra que la técnica de extraccion alternativa
(microondas) acelera el proceso de extraccion, pero sin causar cambios considerables en la

composicion del aceite esencial.

Sin embargo Shakir y Salih (2015), mencionan que el porcentaje de limoneno depende de
las condiciones de extraccion, ellos analizaron los componentes de varios aceites esenciales
de cascara de citricos (naranja, limén, mandarina) con diferentes potencias y tiempos de
extraccion para microondas y con diferentes tiempos para la hidrodestilacion, llegando a la
conclusion que el porcentaje de los componentes del aceite esencial varian segun las
condiciones del proceso de extraccion, cuando se incrementd la potencia de microondas (de
135 watts a 265 watts durante 60 min y 35 min respectivamente) , la cantidad de limoneno
disminuyd. Al igual que en la hidrodestilacion, que al aumentar el tiempo de extraccion (de
45 min a 75 min) el porcentaje de limoneno obtenido fue menor. Por lo tanto, cuando se
utiliza la potencia de microondas para la extraccion, la mejor condicion es la exposicion a
una potencia de microondas baja durante mas tiempo. La influencia de la energia de
microondas en la extraccion es estrictamente térmica que acelera el proceso de extraccion
(Ferhat et al., 2006).

Shakir y Salih (2015), mencionan que la hidrodestilacion es mas conveniente para
proporcionar una gran cantidad de limoneno debido al aumento gradual de la temperatura o

una extraccion por microondas, pero con baja potencia y mayor tiempo de extraccion.

Por lo mencionado anteriormente la diferencia que muestra en el porcentaje de D-limoneno
obtenido en la extraccion asistida por microondas con el pretratamiento ultrasonico en

comparacion a lo obtenido por los autores mencionados anteriormente en la cuantificacion
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del D-limoneno por el método de microondas sin ningln pretratamiento y con la
hidrodestilacion (Anexo 8, 9, 10y 11), especificamente para el porcentaje de limoneno pudo
deberse a la potencia a la cual fue extraido el aceite esencial después del pretratamiento, en
el presente trabajo de investigacion se utilizo una potencia de 720 watts durante 15 minutos.
Bousbia et al. (2009) usaron una potencia de 500 watts con un tiempo de extraccion de 15
minutos y Shakir y Salih (2015), usaron una potencia de 265 watts durante 35 minutos. La
potencia no debe ser demasiado alta, de lo contrario se produciria una pérdida de compuestos
volatiles (Bousbia et al., 2009).

Si se observa un menor valor de limoneno en la extraccion por microondas una de las
posibles explicaciones es que el microondas podria producir efectos en algunos terpenos, y
los terpenos pueden estar sujetos a cambios de configuracion en la posicién de los dobles
enlaces, lo que provoca una reduccion (Plessi et al., 2002). Por otro lado, Petigny et al.
(2014) informaron que las microondas podrian aumentar las degradaciones de los productos
naturales, incluidos los compuestos organicos no volatiles y los compuestos organicos

volatiles.

Otro factor que pudo influir en la diferencia presentada respecto a los otros dos tratamientos
(microondas sin ultrasonido e hidrodestilacién) pudo ser causado por el pretratamiento
ultrasonico que, al estallar las burbujas, estas ondas sonicas viajaron con gran intensidad,
destruyendo los compuestos mas volatiles del aceite esencial, en este caso el monoterpeno
limoneno, pero al destruir parte de la pared celular de la cascara de limén también ayudé en
la obtencion de mayor porcentaje de otros compuestos importantes como el citral que le da
la propiedad odorifica y mayor porcentaje de compuestos oxigenados quien le da la
caracteristica de solubilidad como lo mencionan Shakir y Salih (2015), los aceites esenciales
extraidos por microondas sin disolventes son mas ricos en compuestos oxigenados. Aquello
se puede corroborar con los resultados obtenidos, para el tratamiento maximizado

(microondas més ultrasonido) se obtuvo 9.79 por ciento de compuestos oxigenados.
Los beneficios de las ondas ultrasénicas y las microondas en la extraccién son la

intensificacion de la transferencia de masa, el excelente efecto térmico, la ruptura celular y

la mejora de los efectos de penetracion (Chemat et al., 2017).
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Por otro lado, Lota et al. (2002) encontraron diferencias significativas en la variedad de la
materia prima; estudiaron 19 muestras de aceites esenciales extraidas de distintas variedades
de limon, cultivadas en las mismas condiciones geograficas en Francia, con el objetivo de
determinar si la variedad influye en la composicion del aceite esencial. Fueron extraidas por
prensado en frio. Las 19 muestras fueron distribuidas en 3 grupos dependiendo del
componente Limoneno, Citrus aurantifolia estuvo en el grupo dos, donde el rango de D-
limoneno se encuentra entre el rango 48.6 - 71.2 por ciento, por el lado de variedad, el
resultado obtenido para el tratamiento 6ptimo se encuentra dentro del rango mencionado por
el autor. Combariza et al. (1994) demostraron que no solo la variedad afecta en la
composicion del aceite esencial sino también su estado de madurez, obteniendo mayor

limoneno en el estado de madurez intermedia.
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V. CONCLUSIONES

Se obtuvo un modelo polinomial de tercer orden para predecir el rendimiento de
extraccion del aceite esencial de la c&scara de limon (Citrus aurantifolia). EI modelo
demostro una buena concordancia entre los valores predichos y los valores reales,

con un coeficiente de determinacion R2 = 0.9855.

Existe un efecto significativo de la interaccion temperatura y tiempo en el
pretratamiento de ultrasonido sobre el rendimiento del aceite esencial de limén,

extraido por microondas.

Los parametros del tratamiento de ultrasonido previo a la extraccién por microondas
que maximizan el rendimiento del aceite esencial de cascara de limon (Citrus
aurantifolia) fueron: 25 °C de temperatura y 22 minutos de ultrasonido. En estas

condiciones, el rendimiento de extraccion fue 2.56 + 0.03 por ciento (en base seca).

No existe diferencias significativas con un p-valor > 0.05 entre los valores obtenidos
experimentalmente y el valor obtenido por el software para la validacion de la

maximizacién del rendimiento.

El rendimiento de la extraccion por microondas (sin ultrasonido) fue 1.83 por ciento,
y el valor obtenido por el método convencional de hidrodestilacion fue de 1.92 por

ciento.

Por los rendimientos obtenidos, se puede concluir que el ultrasonido como
pretratamiento en la extraccion asistida por microondas podria ser una alternativa a
otras técnicas de extraccion novedosas para obtener aceites esenciales con un alto
rendimiento, como un método de extraccion verde, libre de solventes “respetuoso

con el medio ambiente” y sencillo de aplicar.



7. Las caracteristicas fisicoquimicas como el indice de refraccién, gravedad especifica
y residuos por evaporacion fueron muy similares entre el aceite esencial obtenido
con el pretratamiento de ultrasonido mas microondas, con microondas solo y con

hidrodestilacion.

8. El contenido de D-limoneno en el aceite esencial de limén, obtenido por el método
de extraccion asistida por microondas con pretratamiento de ultrasonido (25 °C de

temperatura y 22 minutos) fue de 51.82 por ciento.
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V1. RECOMENDACIONES

Realizar un analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM) para determinar
paso a paso como va cambiando la estructura de la pared celular de la céscara de

limon (Citrus aurantifolia sp.) a lo largo del pretratamiento de ultrasonido.

Realizar un estudio con aplicacion del aceite esencial de la cascara de limén (Citrus

aurantifolia sp.) como compuesto bioactivo para envases inteligentes.

Realizar un estudio de prefactibilidad para conocer la viabilidad del método
alternativo y atractivo para la extraccion de aceite esencial de cascara de limon a

escala industrial.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) — RENDIMIENTO DEL ACEITE
ESENCIAL DE CASCARA DE LIMON POR TRATAMIENTO

Tabla ANOVA para RENDIMIENTO por TRATAMIENTO

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razon-F |Valor-P
Entre grupos {1.31247 10 |10.131247 180.29 {0.0000
Intra grupos |0.0160153 22 10.00072797

Total (Corr.) |1.32849 32

Pruebas de Multiple Rangos para RENDIMIENTO por TRATAMIENTO

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TRATAMIENTO |Casos |Media |Grupos Homogéneos
T8 3 1.98033 |X

T1 3 2.00067 |X

T6 3 2.00333 [X

T4 3 2.006 |X

T7 3 214567 | X

T9 3 218867 | X
T11 3 219867 | X
T10 3 221133 | X

T2 3 2.38933 X
T3 3 2.422 X
T5 3 2.63 X




ANEXO 2: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DEL MODELO POLINOMIAL
DETERMINADO A PARTIR DE DCC PARA LOS RENDIMIENTOS DE
EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL DE CASCARA DE LIMON.

Source Sum of Df Mean FValue p-value Prob>F
squares square
Model 1.309200 7 0.18702858 242.4299 <0.0001 Significant
A- 0.587559 1 0.58755978 761.6059 < 0.0001
TEMPERATURA
B-TIEMPO 0.024258 1 0.02425842 31.44422 <0.0001
AB 0.485616 1 0.48561633  629.464 <0.0001
A2 0.054140 1 0.05414066 70.17814 <0.0001
B"2 0.101298 1 0.10129866 131.3052 <0.0001
A"2B 0.017774 1 0.01777473 23.03994 < 0.0001
AB"2 0277673 1 0.27767329 359.9253 < 0.0001
Residual 0.019286 25 0.00077147
Lack of Fit 0.002497 1 0.00249731 3.569811 0.0710 not
significant
Pure Error 0.016789 24  0.00069956
Cor Total 1.328487 32
Std. Dev. 0.0278 R-Squared 0.9855
Mean 2.1978 Adj R- 0.9814
Squared
C.V (porcentaje) 1.2638 Pred R- 0.9737
Squared
Adeq 47.4853

Precision
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ANEXO 3: MAXIMIZACION DEL RENDIMIENTO

Constraints
Lower Upper Lower Upper
Hame Goal Limit Limit Weight Weight Importance
TEMPERATURA is in range 25 43 1 1 3
TEMPO iz in range 6 35 1 1 3
REMDIMIENTO maximize 1.843 268 1 1 ]
Solutions
Humber TEMPERATURA TIEMPO RENDIMIENTO  Desirability
1 25.00 2232 253299 0.801 Selected
2 25.00 2243 253296 0.800
3 25.00 2258 253282 0.800
4 43.00 6.00 245877 0.700
] 43.00 35.00 2.15453 0.287
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ANEXO 4: RESUMEN ESTADISTICO DE LA PRUEBA T-STUDENT PARA
COMPARACION DE MEDIAS (STATGRAPHICS)

Resumen Valor Experimental Valor Software
Recuento 4 4
Promedio 2.555 2.53
Desviacién Estandar 0.0264575 0
Coeficiente de Variacion 1.03552% 0%
Minimo 2.52 2.53
Maximo 2.58 2.53
Rango 0.06 0

Sesgo Estandarizado -0.705387

Curtosis Estandarizada -0.116642

Esta tabla contiene el resumen estadistico para las dos muestras de datos. Pueden utilizarse otras opciones
tabulares, dentro de este analisis, para evaluar si las diferencias entre los estadisticos de las dos muestras
son estadisticamente significativas. De particular interés son el sesgo estandarizado y la curtosis
estandarizada que pueden usarse para comparar si las muestras provienen de distribuciones normales.

Comparacion de Medias
Intervalos de confianza del 85.0% para la media de VALOR EXPERIMENTAL: 2 5585 +/- 0.0420898 [25129;
2.5971]
Intervalos de confianza del 95.0% para la media de VALOR SOFTWARE: 253 +-0 [2.53; 253]
Intervalos de confianza del 95.0% intervalo de confianza para la diferencia de medias
suponiendo varianzas iguales: 0.025 +- 0.0323697 [-0.00736969; 0.0573697]

Pruebat para comparar medias
Hipdtesis nula: medial = media2
Hipdtesis Alt: medial <= media2
suponiendo varianzas iguales: t=1.88982 valor-P = 0107679
Mo se rechaza la hipdtesis nula para alfa = 0.05.

El StatAdvisor

Esta opcidn ejecuta una prueba-t para comparar las medias de las dos muestras. También construye los
intervalos, o cotas, de confianza para cada media y para |a diferencia entre |as medias. De interés
particular es el intervalo de confianza para |a diferencia entre las medias, el cual se extiende desde
-0.00736869 hasta 0.0573697. Puesto que el intervalo contiene el valor de 0, no hay diferencia
significativa entre las medias de |as dos muestras de datos, con un nivel de confianza del 95.0%.
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ANEXO 5: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA COMPARACION DE
METODOS DE EXTRACCION

PRIMERO: Resumen de analisis

ANOVA SIMPLE- RENDIMIENTO POR TRATAMIENTO

Variable dependiente Rendimiento de aceite esencial
Factor Método de extraccion
Numero de Observaciones 9

Numero de niveles 3

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para RENDIMIENTO.
Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de RENDIMIENTO para
los 3 diferentes niveles de METODO DE EXTRACCION. La prueba-F en la tabla ANOVA
determinara si hay diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos
Mudltiples le diran cuales medias son significativamente diferentes de otras.

SEGUNDO: Tabla ANOVA

TABLA ANOVA PARA RENDIMIENTO POR TRATAMIENTO

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

Entre grupos 0.939756 2 0.469878 542.17 0.0000

Intra grupos 0.0052 6 0.000866667

Total (Corr.) 0.944956 8

La tabla ANOVA descompone la varianza de RENDIMIENTO en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este caso es
igual a 542.167, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos.
Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de RENDIMIENTO entre un nivel de METODO DE EXTRACCION
y otro, con un nivel del 5% de significacion.

TERCERO: Prueba de Multiple Rangos para Rendimiento de aceite esencial por Método de

Extraccion

Método: 95.0 porcentaje LSD

Nivel Casos Media Grupos Homogéneos
Microondas 3 1.83333 X
Hidrodestilacion 3 1.91667 X

69



Microondas y ultrasonido 3 2.55667

Contraste Diferencia Sig
Hidrodestilacion — Microondas 0.0833333 *
Hidrodestilacion - Microondas y Ultrasonido -0.64 *
Microondas - Microondas y Ultrasonido -0.723333 *

*indica una diferencia significativa

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cuales medias
son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los

3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un

nivel del 95.0% de confianza.
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ANEXO 6: COMPONENTES Y COMPOSICION PORCENTUAL DEL ACEITE
ESENCIAL DE LA CASCARA DE LIMON EXTRAIDO POR EL METODO DE
MICROONDAS CON UN PRETRATAMIENTO ULTRASONICO

Se identificaron 24 compuestos que comprenden el 97.93 por ciento de la composicion

total del aceite esencial.

tR Porcentaje en la
Numero Nombre del compuesto (min) muestra

1 a-Felandreno 13.07 0.27
2 a-Pineno 13.38 1.21
3 Sabineno 14.63 1.82
4 B-Pineno 14.88 10.88
5 B-Mirceno 15.01 1.21
6 a-Terpineno 16.06 0.28
7 p-Cimeno 16.32 0.31
8 Limoneno 16.50 51.82
9 B-Felandreno 16.58 0.24
10 y-Terpineno 17.37 11.66
11 Terpinoleno 18.26 0.59
12 4-Carvomentenol 21.33 0.38
13 B-Citral 22.85 2.86
14 a-Citral 23.67 4.12
15 y-Elemeno 25.74 0.27
16 Nerol 26.07 1.67
17 Acetato de Geraniol 26.60 0.59
18 B-Elemeno 27.24 0.18
19 Aldehido laurico 27.53 0.17
20 B-Cariofileno 28.23 1.29
21 a-Bergamoteno 28.34 1.65
22 Germacreno D 29.85 0.23
23 a-Farneseno 30.04 151
24 B-Bisaboleno 30.30 2.72

FUENTE: Servicio prestado por la Universidad Cayetano Heredia
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ANEXO 7: CROMATOGRAMA GC - MS PARA EL ACEITE ESENCIAL DE
CASCARA DE LIMON EXTRAIDO POR EL METODO DE MICROONDAS CON
UN PRETRATAMIENTO ULTRASONICO

1 Ay

1000000

FUENTE: Servicio prestado por la Universidad Cayetano Heredia
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ANEXO 8: COMPONENTES Y COMPOSICION PORCENTUAL DEL ACEITE
ESENCIAL DE LA CASCARA DE LIMON SUTIL EXTRAIDO POR EL METODO
DE MICROONDAS

Se identificaron 23 compuestos que comprenden el 98.58 por ciento de la composicién total

del aceite esencial.

NUmero Nombre del Compuesto Porcentaje
Monoterpenes 88.7
1 Pinene<Alpha-> 1.86
2 Pinene<Beta-> 11.60
3 Myrcene<Beta-> 1.40
4 Limonene 60.56
5 Terpinene<Gamma-> 11.91
Oxygenated Monoterpenes 511
6 Linalool 0.25
7 Citron ellal 0.05
8 Terpin-4-ol 0.08
9 Terpineol<Alpha-> 0.38
10 Nerol 0.20
11 Neral 1.66
12 Geraniol 0.12
13 Geranial 2.23
Sesquiterpenes 3.56
14 Caryophellene<E-> 0.56
15 Bergamotene<Alpha-Trans-> 1.00
16 Humulene<Alpha-> 0.13
17 Farnesene<(E)-Beta-> 0.03
18 Germacrene D 0.05
19 Bisabolene<(Z)-Alpha-> 0.10
20 Bisabolene(Beta-) 1.51
Oxygenated Sesquiterpenes 0.02
21 Bisabolol<Alpha-> 0.02
Other oxygenated compounds 1.19
22 Citronellyl Acetate 0.04
23 Neryl Acetate 0.87

FUENTE: Bousbia et al., (2009)
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ANEXO 9: PORCENTAJE DE LIMONENO DEL ACEITE ESENCIAL DE LA
CASCARA DE LIMON SUTIL EXTRAIDO POR EL METODO DE MICROONDAS

COMPONENT COMPOSITION
(porcentaje)
Limoneno 59.156

FUENTE: Shakir y Salih (2015)
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ANEXO 10: COMPONENTES Y COMPOSICION PORCENTUAL DEL ACEITE
ESENCIAL DE LA CASCARA DE LIMON SUTIL EXTRAIDO POR EL METODO
DE HIDRODESTILACION (CLEVENGER)

Se identificaron 22 compuestos que comprenden el 99.35 por ciento de la composicion

total del aceite esencial.

NUmero Nombre del Compuesto Porcentaje
Monoterpenes 92.50
1 Pinene<Alpha-> 1.94
2 Pinene<Beta-> 13.09
3 Myrcene<Beta-> 1.46
4 Limonene 63.44
5 Terpinene<Gamma-> 11.17
Oxygenated Monoterpenes 491
6 Linalool 0.36
7 Citron ellal 0.05
8 Terpin-4-ol 0.19
9 Terpineol<Alpha-> 0.37
10 Nerol 0.13
11 Neral 1.55
12 Geraniol 0.07
13 Geranial 2.05
Sesquiterpenes 1.92
14 Caryophellene<E-> 0.31
15 Bergamotene<Alpha-Trans-> 0.54
16 Humulene<Alpha-> 0.06
17 Farnesene<(E)-Beta-> 0.06
18 Bisabolene<(2)-Alpha-> 0.05
19 Bisabolene(Beta-) 0.81
Oxygenated Sesquiterpenes 0.02
20 Bisabolol<Alpha-> 0.02
Other oxygenated compounds 0.82
21 Citronellyl Acetate 0.02
22 Neryl Acetate 0.60

FUENTE: Bousbia et al., (2009)
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ANEXO 11: COMPONENTES Y COMPOSICION PORCENTUAL DEL ACEITE
ESENCIAL DE LA CASCARA DE LIMON SUTIL EXTRAIDO POR EL METODO
DE HIDRODESTILACION (CLEVENGER)

Se identificaron 12 compuestos que comprenden el 99.35 por ciento de la composicion

total del aceite esencial.

COMPONENT COMPOSITION
(porcentaje)

1R-a-Pinene 3.20
D-Limonene 64.00
1,3,8-p-Menthatriene 2.91
2-Cyclohexen-1-ol 6.21
1,4-Cyclohexadiene 2.54
2-Cyclohexen-1-one (LCarvone) 3.27
B-Phellandrene 3.52
B-Pinene 3.82
1,4-Cyclohexadiene 1.96
Cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 3.15
2-methyl-5-(1-methylethenyl) 2.97
3-Cyclohexen-1-ol 2.46

FUENTE: Njoku y Evbuomwan (2014)
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ANEXO 12: FIGURA CROMATOGRAFICA GC - MS PARA EL ACEITE

ESENCIAL DE CASCARA DE LIMON EXTRAIDO POR EL METODO
CLEVENGER.

Method : C:\MSDCHEM\1\METHODS\BTEX.M
Title : BTEX

Abundance TIC: 100ppb.D\data.ms
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ANEXO 13: FOTOGRAFIAS

a) Fotos del acondicionamiento de la materia prima

Materia prima inicial Materia prima sin albedo

Cortado de la cascara de limén
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Céascara de limén trozado Pesado de la Cascara trozada

Empacado al vacio
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b) Pretratamiento ultrasénico:

Materia prima sonicandose

ony

symphb

c) Extraccion por el método de microondas

Extraccion en el microondas , Aceite esencial extraido por el microondas
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d) Extraccién por el método de hidrodestilacion (Clevenger)

Acondicionamiento de la materia prima Extraccion

Aceite esencial extraido por clevenger

r
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Medicion del aceite esencial Almacenamiento del aceite
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