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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo obtener aceite esencial a partir de las flores de
manzanilla (Matricaria recutita L.) utilizando dos métodos de extraccion: microondas libre
de solvente y destilacion por arrastre con vapor a nivel laboratorio, estos se compararon
mediante rendimiento, caracteristicas fisicoquimicas y composicion. Para conseguir aceite
esencial de manzanilla por el método no convencional se combinaron 3 niveles del factor
potencia de radiacion (1000 watts, 1200 watts y 1400 watts) con 3 niveles del factor tiempo
(20 min, 40 min y 60 min), con el objetivo de obtener el tratamiento que logre el mayor
contenido de aceite esencial. Los datos se sometieron a un ANOVA bajo un Disefio
Completamente al Azar con arreglo factorial 32 El tratamiento que presentd mayor
rendimiento de extraccién fue el de 1200 watts con 60 minutos, ya que tuvo 0.081 por ciento,
este valor fue superior significativamente en comparacion a 0.032 por ciento de rendimiento
por el método de arrastre con vapor. Asimismo, se caracterizd al aceite esencial de
manzanilla de ambos métodos. El obtenido por microondas libre de solvente present6 una
coloracion azul, una densidad relativa de 0.929 g/ml, 1.5013 de indice de refraccion,
solubilidad en etanol al 70 por ciento (v/v) de 4 e indice de acidez de 6.2333; y el obtenido
por destilacion por arrastre con vapor tuvo coloracion azul, una densidad relativa de 0.925
g/ml, 1.4790 de indice de refraccion, solubilidad en etanol al 70 por ciento (v/v) de 4 e indice
de acidez 3.4284. Respecto a los componentes quimicos mayoritarios, el obtenido por
microondas libre de solvente present6 a-bisabolol (20.6 %), B —cariofileno (13.18 %), dxido
B a —bisabolol (12.18 %) y p —elemeno (5.89 %); mientras que el método convencional o —
bisabolol (24. 72%), p —cariofileno (17.47 %), 6xido B o.—bisabolol (10.88 %) y germacreno-
D (5.49 %).

Palabras clave: aceite esencial de Manzanilla, microondas libre de solvente, arrastre por

vapor, a-bisabolol, B —cariofileno



ABSTRACT

The purpose of this research was to obtain essential oil from chamomile flowers (Matricaria
recutita L.) using two methods of extraction: microwave solvent-free and steam distillation
at laboratory conditions, their yield, physico-chemical and composition was compared. To
achieve chamomile essential oil by microwave solvent-free method, three levels of
irradiation power were combined (1000 watts, 1200 watts and 1400 watts) with three levels
of time (20 min, 40 min and 60 min), with the aim of obtaining the treatment that yields
highest concentration of essential oil. Data was submitted to an ANOVA in a Complete
Random Design with factorial arrange 32. The treatment that presented the best yield of
extraction was with 1200 watts and 60 minutes, yielding 0.081 per cent, this value was
significantly higher compared to 0.032 per cent yielded by steam distillation method. Also,
essential oil extracted through both methods was characterized. Essential oil obtained by
microwave solvent- free method presented blue coloration, a relative density of 0.929 g/ml,
a refraction index of 1.5013, solubility in ethanol at 70 per cent (v/v) of 4 and acidity index
of 6.2333; meanwhile, the oil obtained by steam distillation was blue colored, had a relative
density of 0.925 g/ml, refraction index of 1.4790, solubility in ethanol at 70 per cent (v/v) of
4 and acidity index of 3.4284. Regarding the major chemical components, the one obtained
by solvent-free microwaves presented a-bisabolol (20.6%), B- caryophyllene (13.18%), B-
oxide a-bisabolol (12.18%) and PB-elemene (5.89%); while the conventional method a-
bisabolol (24.72%), B- caryophyllene (17.47%), B-a-bisabolol oxide (10.88%) and
germacrene-D (5.49%).

Key words: Chamomile essential oil, solvent-free microwave, steam distillation, o-

bisabolol, B-caryophyllene



I. INTRODUCCION

Los productos naturales vienen siendo utilizados con mayor frecuencia en la industria
alimentaria, cosmética y farmacéutica durante los ultimos afios debido al incremento de su
demanda por parte de los consumidores, los cuales estan tomando mayor conciencia acerca

de la importancia de sus propiedades y beneficios.

MINAM (2012) menciona que el Pert es uno de los paises con mayor diversidad genética
de plantas medicinales y aromaticas; ellas son de gran importancia para la salud de la
poblacidn, ya que se le atribuyen propiedades analgésicas, antirreumaticas, antiinflamatorias
y carminativas. A pesar de sus beneficios, todavia no existen numerosos estudios de su

incorporacion en la agroindustria.

La manzanilla (Matricaria recutita L.) es una planta herbacea medicinal nativa de Europa y
del norte y oeste de Asia. Es cultivada especialmente en Hungria, Espafa, Egipto, Turquia
y Sudamérica (Cano et al. 2002). En el Pert no hay informacién suficiente de alguna entidad
gubernamental respecto a sus hectareas sembradas, produccion o rendimiento, pese a ser una
planta con propiedades tales como antiinflamatoria, fungicida, bactericida, etc. Sin embargo,
si hay ciertos datos en las agencias agrarias en provincias y empresas publicas/ privadas tales
como la Agencia Agraria de Tarma y Sierra Exportadora; gracias a ello Aliaga y Acevedo
(2017) pudieron estimar la produccion de la manzanilla, que asciende a mas de 8000
toneladas por afio, cuyas principales regiones productoras son Lambayeque, Apurimac y

Junin.

Se conoce que los aceites esenciales son liquidos oleosos y aromaticos que presentan
actividad antioxidante, gracias a sus componentes capaces de reaccionar con los radicales
peroxilo, capacidad antifingica, antibacteriana, etc. Por todo lo expuesto, los aceites

esenciales son incorporados en los alimentos principalmente como conservantes naturales.



El mercado internacional de aceites esenciales segun INDEC (2016), supera los 1.300
millones de dolares anuales, siendo Estados Unidos, Francia, Alemania y China los
principales paises consumidores. La tendencia de este comercio se rige en la basqueda de
nuevas materias primas aromaticas para su transformacion en aceites y concentrados. Este
comportamiento refleja una gran oportunidad de negocio nacional e internacional para el
Per(, debido a su amplia variedad floral, teniendo siempre en consideracion un uso y manejo
sostenible de las plantas medicinales. De este modo, la manzanilla (Matricaria recutita L.)
cultivada en el Perd, representa una materia prima con propiedades beneficiosas para ser

transformada en aceite esencial y destinada hacia industrias de bebidas, lacteas y sabores.

El aceite esencial de manzanilla se utiliza con relativa frecuencia en la industria alimentaria,
como conservante, saborizante, colorante, etc. (Raal et al. 2003). Alvarado (2007) y Cano
et al (2002) informaron sobre el rendimiento de este aceite extraido mediante el método de
arrastre con vapor a nivel laboratorio; mientras que Gonzalez (2012), Schulz et al. (2003) y
Reverchon y Senatore (1994) realizaron su caracterizacion y andlisis respectivamente. Aun
asi, hasta el momento ha sido el objeto de un reducido nimero de investigaciones en el Per(
en relaciéon a nuevas tecnologias de extraccion, como microondas libre de solventes, y
caracterizacion fisicoquimica. Esto puede deberse a la falta de informacion acerca de nuevas
técnicas de extraccion de aceites esenciales que permitan obtener mejores resultados en
cuanto a rendimiento y caracteristicas, asi como también a una débil y reciente organizacion

gremial entre productores de manzanilla.

La destilacion es el método méas usado para extraer aceites esenciales, no obstante, presenta
una serie de inconvenientes, tales como la formacion de componentes indeseables debido a
una larga exposicion con agua hirviendo, bajos rendimientos de extraccién y consumos del
70 % de la energia total del proceso utilizado, tal como lo mencionan Farhat et al. (2011).
Estas deficiencias han llevado a la consideracion de nuevas técnicas de extraccion, como es
el caso del método asistido por microondas, el cual ofrece varias ventajas que han sido
descritas por Cravotto et al. (2008), entre las cuales destacan la reduccion considerable del
tiempo y del consumo de energia, tamafio reducido del equipo y aumento del rendimiento
del extracto. Naranjo y Chavez (2015) realizaron un analisis comparativo entre el método

de extraccion asistido por microondas y el de destilacion por arrastre con vapor para obtener



aceites esenciales de eucalipto y pino chaquiro, logrando mejores resultados de rendimiento
mediante la primera técnica; de igual manera sucedié con el aceite esencial de lavandin

investigado por Périno-Issartier et al. (2013).

Con base a lo anterior, la presente investigacion fue necesaria para corroborar la eficiencia
del método por microondas sin solvente frente a la destilacidn por arrastre con vapor a nivel
laboratorio, usando como materia prima a la manzanilla (Matricaria recutita L.) y de este
modo lograr beneficiar a los agricultores de dicha planta, como también a entidades tales
como Sierra Exportadora, FB Agrobusiness, EI Consorcio Muchick, entre otras; y por

altimo a las diversas empresas dedicadas a la extraccion de aceites esenciales en el Peru.

En este contexto, la presente tesis tuvo como objetivo principal la obtencion de aceite
esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.) utilizando dos métodos de extraccion:

microondas sin solvente y arrastre con vapor a nivel laboratorio.

Los objetivos especificos fueron:

Determinar la mejor combinacion de niveles de los factores de potencia de radiacion y
tiempo de extraccion, que obtenga el mayor rendimiento del aceite esencial de Manzanilla
(Matricaria recutita L.) extraido por microondas libre de solvente.

Comparar el método de extraccion por microondas libre de solvente con el de arrastre con
vapor a nivel laboratorio en cuanto al rendimiento de extraccion del aceite esencial de
manzanilla (Matricaria recutita L.)

Comparar el método de extraccion por microondas libre de solvente con el de arrastre con
vapor a nivel laboratorio en cuanto a las caracteristicas fisicoquimicas (indice de refraccion,
densidad relativa, solubilidad en etanol al 70 por ciento, indice de acidez) del aceite esencial
de manzanilla (Matricaria recutita L.) obtenido.

Comparar el método de extraccion por microondas libre de solvente con el de arrastre con
vapor a nivel laboratorio en cuanto a los componentes quimicos mayoritarios presentes en

el aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.) obtenido



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

En Guatemala se han hecho diferentes investigaciones acerca de plantas medicinales y sus
aceites esenciales. Entre los estudios realizados para la obtencién de aceite esencial de
manzanilla destacan los efectuados en la Universidad de San Carlos de Guatemala. Cano et
al (2002) realizaron un estudio con el objetivo de obtener y caracterizar aceite esencial de 4
plantas medicinales cultivadas a diferentes niveles altitudinales de Guatemala. Una de dichas
plantas fue la manzanilla (Matricaria recutita L.), los autores concluyeron que no se observé
una tendencia especifica del rendimiento de aceite esencial de manzanilla con relacion a la
altitud donde se cultivd la planta. En cuanto a sus componentes, se determino que el bisabolol

aumentaba con el incremento de altitud del terreno en el cual se cultivaba la manzanilla.

El trabajo de investigacion anterior, sirvio como base para que Alvarado (2007) realice su
estudio en la determinacion del rendimiento del aceite esencial de las flores de manzanilla
(Matricaria recutita L.) en funcion de la altura sobre el nivel del mar que esta cultivada,
aplicando el método de extraccidn por arrastre con vapor a nivel laboratorio. En este trabajo
se estudio la influencia de la altitud en el rendimiento de extraccion del aceite esencial de
manzanilla, para ello, compararon los rendimientos del aceite esencial de manzanilla
cultivada en 4 regiones de diferentes niveles altitudinales de Guatemala; asimismo
caracterizaron el aceite por medio de cromatografia gaseosa. Alvarado (2007), concluyé que
la ubicacion altitudinal del terreno en el cual es cultivada la manzanilla no influye
significativamente en el rendimiento de su aceite esencial extraido mediante arrastre con
vapor; por otro lado, acetato de terpinilo y PB-cariofileno fueron los compuestos mas

representativos en las muestras de aceite esencial de manzanilla.

Por otro lado, existen diversos articulos cientificos a nivel mundial acerca del contenido y

composicion del aceite esencial de manzanilla. Raal et al (2003) estudiaron las variaciones



en la composicion de aceites esenciales de manzanilla (Matricaria recutita L.) cultivadas en
distintos paises de Europa; concluyendo que existen diferencias cuantitativas evidentes entre
los compuestos activos del aceite esencial y su lugar de procedencia. Dichos autores
realizaron una investigacion similar en el 2010, donde obtuvieron las mismas conclusiones

acerca de la composicion del aceite esencial de manzanilla.

De otro lado, Rahmati et al (2011), Jamalian et al (2012), Stanojevic et al (2016),
estudiaron sobre la composicion del aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.);
mientras Bucko et al (2007) y Gawde et al (2014) sobre el contenido, donde estos ultimos
investigaron el efecto del tiempo de extraccion por arrastre con vapor sobre el rendimiento
y composicion del aceite esencial de manzanilla, revelando que el tiempo de destilacion es

un determinante crucial.

Cabe mencionar que en todos los trabajos de investigacion mencionados, usaron como
método de extraccion al arrastre con vapor. Por otra parte, existen diversas publicaciones
cientificas donde emplean el método por microondas libre de solventes para extraer aceites
esenciales; asi estudios de Lucchesi et al (2004), Filly et al (2014), Khalili et al (2018),
Farhat et al (2017) analizaron diferentes plantas aromaticas tales como, albahaca, menta,
romero, toronjil y tomillo; sin embargo ninguno de ellos emplearon a la manzanilla como

materia prima.

Saied et al (2016) emplearon un método de extraccién para el aceite esencial de manzanilla
proveniente de Iran similar al de microondas libre de solventes, el cual consistié en un
método convencional como la hidrodestilacion asistido por un microondas comuan. Los
autores concluyeron que dicho método alcanzé mayores rendimientos en comparacion al

arrastre con vapor a nivel laboratorio.

En el Perd, los trabajos de investigacion con relacion a los aceites esenciales son escasos.
Asi, se ha logrado extraer aceite esencial de lanche, eucalipto, mufia, citricos, chincho por
Fontenla (2006), Quilca (2011), Quinte (2015), Saldafia (2015) y Segovia (2010),
respectivamente. Los métodos de extraccion empleados en dichos estudios se centraron en
la hidrodestilacion y arrastre con vapor. A nivel nacional, no hay estudios referidos a la

extraccion de aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.), ni al uso del método de



extraccién por microondas libre de solventes, siendo la presente investigacion la primera en

desarrollar

2.2. MANZANILLA

La manzanilla o camomila es un nombre genérico empleado para denominar diferentes
especies botanicas de la familia de las compuestas (Compositae o Asteraceae). La mayoria
de las plantas de esta familia crecen como hierbas, arbustos, rara vez como arboles, y se
distinguen por sus flores reunidas en cabezuelas sobre un receptaculo comun (Sukhwani,
1995, Pardo y Morales, 2006).

Segln Péaez (1943), citado por Aliaga y Acevedo (2017), lamanzanilla se origin en regiones
de clima templado de Europa, el norte de Asia, Medio Oriente y en Asia Menor; al Perd fue
traida por los conquistadores espafioles a mitad del siglo XVII y se la incorpor6 a la
herbolaria indigena precedida por una lista de estimadas propiedades curativas. En la
actualidad se la cultiva principalmente en Europa, en el norte de Africa, oeste de Asia y
Sudamérica (Escobar, 2008; Mufioz, 1993).

2.2.1. CLASIFICACION BOTANICA

La clasificacion botanica y nomenclatura de la manzanilla fue descrita inicialmente por
Hipdcrates (460-337 a.c) y Dioscorides (primer siglo d.c), donde mencionaron solo tres
especies de dicha planta; luego, en 1753, el botanico sueco Carlos Linneo clasifico a la
manzanilla en cinco especies pertenecientes al género Matricaria L; sin embargo, cometio

errores en la nomenclatura, que trajo consigo numerosas controversias por mas de 2 siglos.

Posterior a ello, varios botanicos, tales como Grierson, Dandy, Pobedimova, Greuter, y
Rauschert, sostuvieron diversos argumentos para establecer la nomenclatura correcta de la
manzanilla (Xifreda, 1985; Franke, 2005).

Actualmente, se conoce que la familia de las compuestas ( Compositae 0 Asteraceae) es
conformada por un gran nimero de especies de manzanilla, las cuales forman parte de
diferentes géneros, como Anthemis, Matricaria y Chamaemelum, siendo estos tres los que
se cultivan en mayor cantidad (Pardo y Morales, 2006; Franke, 2005).
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Segun Aliaga y Acevedo (2017), la especie mas utilizada en el Peru es la Matricaria recutita,
también llamada manzanilla comdn o alemana.; sin embargo, ésta es confundida con la
manzanilla romana o Chamaemelum nobile , ya que dichas especies demuestran una notoria
semejanza morfologica externa; por lo que diversos autores mencionan un peligro de
adulteracion, inclusive Amat (1982) y Ladero et al (1985), sostienen que con frecuencia la

manzanilla alemana es mezclada con flores de la especie romana.

2.2.2. MANZANILLA COMUN (MATRICARIA RECUTITAL.)

Segun la International Compositae Alliance (TICA) a través de Smithsonian Institution y en
colaboraciéon con el Centro Nacional de Datos de Plantas del USDA (2019):

Nombre cientifico: M. chamomilla, M. recutita
Familia: Asteraceae (Compositae)

Género: Matricaria

Especie: Matricaria recutita L.

Sinénimo: Chamomilla recutita (L.) Rauschert

Nombres comunes: manzanilla alemana, manzanilla comin, manzanilla azul

La manzanilla es una planta herbacea anual con raices delgadas en forma de huso que solo
penetran de manera plana en el suelo. Crece hasta 50 cm de altura y tiene hojas sésiles y
alternas. Presenta inflorescencias en capitulos, los cuales estan apoyados por pedinculos
grandes, con un receptaculo conico y hueco (caracteristica distintiva del género Matricaria).
La planta de manzanilla tiene un receptaculo donde se disponen las flores centrales
hermafroditas, actinomorfas, de color amarillo, forma tubular; y flores femeninas,
zigomorfas, blancas y liguladas que rodean a la anterior (Pardo y Morales, 2006; Bruneton,
2001, citado por Gonzalez, 2016; Murti et al, 2012; Singh et al, 2011; Pereira, 2008). En la

Figura 1, se muestra la manzanilla comdn o Matricaria recutita L.



Figura 1: Manzanilla comun o Matricaria recutita L.
FUENTE: Kohlerl (1987), citado por Franke (2005)

2.3. ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son sustancias complejas volatiles, generalmente odoriferas y
liquidas, procedentes del metabolismo secundario de plantas aromaticas. El termino esencial
deriva de la palabra “esencia”, lo cual significa que se puede oler o degustar (Simoes &
Spitzer, 2004; Millezi et al., 2014; Bakkali et al., 2008; Polin et al, 2014; Burt, 2004). Es
por ello que la Farmacopea Europea, los definen como un producto oloroso, de composicion
compleja y obtenido de una materia prima vegetal, ya sea por conduccion de vapor de agua,

destilacién en seco o por una mecanica adecuada (Asbahani et al, 2015).

Debido a su naturaleza hidrofobica y su densidad a menudo mas baja que la del agua,
generalmente, los aceites esenciales son lipéfilos, solubles en solventes organicos, e
inmiscibles en agua. Cabe mencionar, que los aceites esenciales, cominmente se separan
dela fase acuosa por un método fisico que no conduce a un cambio significativo en su

composicion quimica (Asbahani et al, 2015)



La concentracion y tipo de aceite esencial varia por especie y parte utilizada (hojas, flores,
frutos, semillas, raices, rizomas, cortezas) de la planta. Es asi que Svoboda y Greenaway
(2003), citados por Asbahani et al (2015), sostienen que los aceites esenciales son
biosintetizados y acumulados en estructuras histoldgicas especializadas de la planta,

Ilamadas glandulas secretoras.

Shaaban et al (2011) y Sonwa (2000) mencionan que, ademas de la materia prima, el

rendimiento de aceite esencial dependera de la region geografica y practicas agronémicas.

Los aceites esenciales son materias primas o insumos, y pueden formar parte de las industrias
de fragancias, aromas y sabores, medicina complementaria y con otras actividades quimicas.
Se estima que se conocen 3000 aceites esenciales, de los cuales alrededor de 300 son
comercialmente destinados a los principales mercados de la industria alimentaria, ya que
actGan como aditivos naturales por ser agentes antimicrobianos, antifungicos y antioxidantes
(Tongnuanchan y Benjakul, 2014; Flores, 2010; Burt, 2004).

2.4.  METODOS DE EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

La eleccién del método depende de la cantidad o caracteristicas del aceite (volatilidad, punto
de ebullicion de los componentes, etc.), como de la planta o su parte de la cual se va a extraer
el aceite esencial (Diaz et al., 2007).

El método de extraccion mas usado es el método de destilacion, durante este proceso los
materiales vegetales se exponen a agua hirviendo o vapor para liberar el aceite esencial
dentro de ellos por evaporacion. Aunque la extraccion por destilacion parece ser un proceso
directo, tiene muchos inconvenientes, ya que, debido a que los aceites esenciales se exponen
a agua hirviendo durante largos periodos de tiempo, la formacion de otros compuestos es un
posible problema debido a la alta temperatura o la acidez del agua; esto puedo conducir a
diferencias en la composicion de los aceites volatiles que se extraen (Stratakos y Koidis,
2016; Crupi y Rispoli, 2002). Las tecnologias de extraccion mencionadas tienen
considerables cuellos de botella tecnolégicos y cientificos que superar y, a menudo requieren

mas del 70 % de la energia total del proceso utilizado.



Estas deficiencias han llevado a la consideracion del uso de una nueva técnica “verde” en
la extraccion de aceites esenciales, que normalmente utiliza menos solventes y energia; como

fluidos supercriticos, ultrasonidos y microondas (Farhat et al., 2011; Ferhat et al., 2007).

2.4.1. DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR

Segun Armijo et al. (2012) la destilacion por arrastre con vapor se basa en vaporizar dos
liquidos inmiscibles a temperaturas inferiores a las de ebullicion de cada uno de los
componentes volatiles por efecto de una corriente directa de vapor de agua. A su vez, Peredo
et al. (2009) mencionan que en la destilacion por arrastre con vapor se lleva a cabo la
vaporizacion selectiva del componente volatil de una mezcla formada por este y otros “no
volatiles”. Lo anterior se logra por medio de la inyeccién de vapor de agua directamente en
el seno de la mezcla, cuya funcion es condensarse formando otra fase inmiscible que cedera
su calor latente a la mezcla a destilar para lograr su evaporacion. Este método de extraccién
consiste en colocar el material vegetal en el interior del alambique sobre un falso fondo que
lo aisla del agua, haciendo hervir ésta con fuego directo, vapor en camisa o serpentin. De
esta forma el agua desprende vapores saturados himedos y el material vegetal es sometido
a una corriente de vapor de agua, la mezcla de agua y aceite esencial es arrastrada,
posteriormente es condensada, recolectada y separada de la fraccién acuosa, tal como se
observa en la Figura 2. (Cerpa, 2007; Austin, 1990 citado por Tineo, 2012).

Cuello de cisna

Cabezal

Condensador
Camisa de vapor

Alambique

JT N

R 5

ifuso de vapor
T Separador de aceite

Entrada de vapor

Figura 2: Equipo de destilacion mediante arrastre con vapor
FUENTE: Bandoni (2003)

10



El fundamento de la destilacidn por arrastre con vapor de dos sustancias inmiscibles, es que,
a medida que aumenta la temperatura, cada una de las sustancias va aumentando su presion
de vapor que se opone a la presion atmosféerica. Debido a la falta de solubilidad, o lo que es
igual a que cada una de ellas no es diluida por la otra, cada sustancia ejerce
independientemente su presion de vapor, siendo la presion de vapor total la suma de las

presiones de cada componente, segun lo establece la ley de Dalton (Fieser y Fieser 1985).

Asi mismo Rassem et al. (2016) mencionan que el principio de esta técnica es que la presién
de vapor combinada es igual a la presién ambiente, por lo que los componentes volatiles con
puntos de ebullicion que van de 150 a 300 ° C pueden evaporarse a una temperatura cercana
a la del agua. Ademas, esta técnica también se puede realizar bajo presion dependiendo de

la dificultad de extraccién de los aceites esenciales.

Si consideramos un sistema heterogéneo, formado por dos liquidos no miscibles tales como
el agua y un aceite esencial, los vapores emitidos por cada uno de ellos no pueden ser
modificados por la presencia del otro debido a que no existen afinidades mutuas entre sus
moléculas gaseosas, y por tanto sus presiones de vapor se adicionan al ir calentando dicho
sistema heterogéneo. Llegara un momento en el cual, la presion de vapor total es igual a la
presion ejercida sobre la superficie libre de ambos liquidos, entonces el sistema se encuentra
en ebullicion. La presion parcial de cada componente es en este momento inferior a la presion
atmosférica, de forma que los liquidos se encuentran hirviendo a una temperatura inferior a

sus puntos de ebullicién normales.

En conclusion, todo liquido no miscible con el agua puede ser arrastrado por aquella,
hirviendo a una temperatura mas baja que su punto de ebullicion, y de todo sistema
homogéneo es posible aislar sus componentes por destilacién, siempre que haya suficiente
diferencia entre sus presiones de vapor (al menos una diferencia de 3 a 5°C entre sus puntos
de ebullicion para poder separarlos mediante destilacion). Cuando la diferencia es pequefia,
se hace necesario volver a destilar, partiendo del liquido mas rico en volatil obtenido en la

primera destilacion, y repetir el proceso hasta conseguir el resultado buscado (Tineo, 2012).
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2.4.2. EXTRACCION POR MICROONDAS

En los dltimos afios, ha habido una demanda creciente de nuevas técnicas de extraccion, con
tiempos de trabajo més cortos y consumo reducido de solventes organicos, para prevenir la
contaminacion. Impulsados por estos objetivos, la energia de microondas como fuente de
calor alternativa, sin contacto, se esta utilizando eficientemente en dicho campo. Varias
clases de compuestos como aceites esenciales, aromas, pigmentos y antioxidantes se han
extraido sucesivamente consumiendo solo una fraccion de energia en comparacion con los

métodos de extraccion convencionales (Chemat et al. 2017).

Segun Rodriguez et al. (2017) los efectos de la radiacion de microondas en los procesos de
extraccion se basan principalmente en los efectos térmicos que conducen a propiedades
fisicoquimicas y de transporte mejoradas de solventes y solutos. Es por ello que, el uso de

microondas es una gran alternativa para la extraccion de aceites esenciales.

Los procesos de extraccion por microondas pueden operar en diferentes configuraciones.
Asi, dependiendo de la presion del trabajo, los sistemas de microondas se pueden clasificar
en recipientes abiertos, si la operacion se realiza a presion atmosférica, o recipientes
presurizados cerrados con disolvente por encima de su punto de ebullicion.; dependiendo de
la distribucion de radiacion en el equipo, la operacion puede realizarse en modo monomodo,
cuando la radiacion se enfoca proporcionando una distribucion homogénea en una zona
restringida o en multimodo, cuando la radiacion se refleja en las paredes y produce una

dispersion aleatoria de radiacién (Camel, 2000; Kaufmann y Christen, 2002).

Chemat et al.(2017) mencionan diferentes técnicas de extraccion por microondas, como la
hidrodestilacion asistida por microondas (MAHD), destilacién de vapor asistida por
microondas (MASD,MSD), extraccion de microondas sin solventes (SFME), etc. Siendo
ésta Ultima, la técnica mas ecoldgica ya que hay una ausencia de solventes a base de petroleo.
Por otro lado, Peredo et al. (2009) afirman que la extraccién por microondas se puede utilizar
asistiendo un método convencional como la hidrodestilacion o adaptando un equipo para
establecerlo como un método independiente, como la extraccion por microondas sin

disolvente
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a. PRINCIPIO DE CALENTAMIENTO POR MICROONDAS

Las microondas son ondas electromagnéticas con frecuencias de 0.3 a 300 GHZ; debido a
dicha naturaleza, las microondas poseen campos eléctricos y magnéticos que son

perpendiculares entre si.

Esta energia actla como una radiacion no ionizante que causa movimientos moleculares de
iones y rotacion de los dipolos, pero no afecta la estructura molecular (Camel, 2001,
Kaufmann y Christen, 2002; Chemat et al.2017).

El principio del calentamiento con energia de microondas se basa en los efectos directos de
las microondas sobre las moléculas del material. La transformacién de la energia
electromagnética en energia calorifica se produce por dos mecanismos: la conduccion idnica
y la rotacién dipolar en la muestra. EI primero genera calor a través de las pérdidas por
friccion, que tienen lugar a través de la migracion de los iones disueltos cuando se someten
a la accién de un campo electromagnético; por otro lado, el segundo mecanismo se debe a
la alineacion en el campo eléctrico de las moléculas que poseen un momento dipolar
(permanente o inducido por el campo eléctrico) en la muestra; esta oscilacion produce
colisiones con las moléculas circundantes y, por lo tanto la liberacidn de energia térmica en

el medio (Perreux, 2005, citado por Fonseca, 2013; Kaufmann y Christen, 2002).

Por otro lado, Chemat et al. (2017) mencionan que el calentamiento por microondas resulta
de la disipacion de las ondas electromagnéticas en el medio irradiado. Por lo tanto, existe
una diferencia fundamental entre el calentamiento convencional y el microondas; en el
primero, las transferencias de calor se producen desde el dispositivo de calentamiento al
medio, mientras que en el segundo, no se limita a la conduccion térmica o las corrientes de
conveccion. Asi, Venkatesh y Raghavan (2004), citados por Rodriguez et al. (2017),
sostienen que en el procesamiento térmico convencional, gran parte de la energia se pierde
en el medio ambiente; mientras que, en el calentamiento por microondas, la energia se
entrega directamente a los materiales a través de la interaccion molecular con el campo

electromagnético y practicamente no se pierde calor en el ambiente.
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b. EXTRACCION POR MICROONDAS LIBRE DE SOLVENTE (SFME)

La extraccion por microondas sin solvente, esta basada en un principio relativamente simple,
el cual consiste en la destilacion en seco asistida por microondas de una matriz de planta
fresca sin agregar agua ni disolventes organicos. Asi mismos el proceso implica colocar el
material vegetal en un reactor de microondas sin disolvente, luego se da el calentamiento
interno del agua dentro del material vegetal lo cual disgrega las glandulas y los receptaculos
oleiferos. Este proceso libera asi aceite esencial que es evaporado por el agua in situ del

material vegetal por destilacion azeotropica.

El vapor luego pasa a traves de un condensador fuera de la cavidad de microondas donde se
condensa, asi el destilado se recoge continuamente en el matraz receptor, donde el exceso
de agua se calienta a reflujo y recircula al recipiente de extraccion mediante cohobacion para
restaurar la humedad del material vegetal. Finalmente el aceite esencial se recoge
directamente (Li et al. 2013; Lucchesi et al. 2007).

El equipo de extraccion por microondas libre de solventes (SFME), es ilustrado en la Figura
3.

condensador

aceite esencial

fase acuosa

sistema de reflujo de agua

horno microondas ——

reactor —

material vegetal

Figura 3: Equipo de extraccion por microondas sin solvente
FUENTE: Lucchesi et al. (2007)
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Para la extraccion por microondas sin solvente, el agua in situ en las células de la planta se
estimula para que gire con la radiacion de microondas, por lo que el interior se traduce en un
aumento posterior de la presion dentro de las células de la planta, lo que conduce a la
descomposicion y liberacion de moléculas. Este método permite la transferencia de masay
calor desde el interior de la célula de la planta hacia el exterior (Ferhat et al., 2007; Lucchesi
et al. 2007).

Asimismo, Chemat et al. (2017) mencionan que, en el caso de SFME, la célula de la planta
de agua es estimulada para rotar bajo radiacién de microondas, por lo que el cambio interno
inmediato resulta en un aumento de la presion y temperatura dentro de la célula de la planta,
lo que conduce a la ruptura de las paredes celulares y la liberacion de moléculas objetivo, tal

como se observa en la Figura 4.

@@

Descomposicion celular y
liberacion de compuestos
especificos

Rotacion de las células de Aumento inmmediato de la temperatura
la planta bajo microondas y presion dentro de la célula

Figura 4: Mecanismo de extraccion por microondas sin solvente
FUENTE: Chemat (2017)

Por otro lado, Li et al. (2013) y Filly et al. (2014) afirman que el contenido de agua de los
materiales vegetales naturales, la potencia de microondas y el tiempo de extraccion influyen
en los parametros para el rendimiento de compuestos bioactivos tales como los aceites
esenciales. Dado que el agua es un excelente absorbente de energia de microondas, su
contenido en la muestra proporcionara aumento de energia dentro de ella lo que conducira a

la expansion de células.
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La potencia de entrada de microondas requerida esta directamente relacionada con el tamafio
y el peso de la muestra; debe ser suficiente para alcanzar el punto de ebullicion del agua (100
° C), que fija la temperatura de extraccion. Sin embargo, la potencia no debe ser demasiado
alta, de lo contrario se produciria una pérdida de compuestos volatiles y una degradacién de
los compuestos bioactivos. Por otra parte, el tiempo es un factor importante afectando
directamente el rendimiento de extracto. Por ultimo, los parametros de funcionamiento, que

deben optimizarse en el SFME, pueden controlarse facilmente.

Chemat et al. (2017) indican que el método SFME puede ayudar a obtener extractos de alta
calidad de diferentes materiales de plantas aromaticas naturales, que pueden analizarse
directamente mediante cromatografia y métodos espectrométricos sin ninguna limpieza

preliminar, intercambio de solventes o pasos de centrifugacion.

Desai et al. (2010) mencionan que el método SFME, es superior a las extracciones

convencionales; y a continuacion se presentan algunas ventajas manifestadas por ellos.

- En comparacién con otras técnicas de extraccion, la cantidad de solvente utilizado es
nula.

- Permite un control total de los pardmetros de extraccion como el tiempo, la potenciay la
temperatura.

- Reduce el tiempo de extraccion en gran medida.

- Es un método de eficiencia energética con una mayor eficiencia de extraccion y
naturaleza amigable con el ambiente.

- Permite mejorar el rendimiento, la calidad del extracto, reducir los costos de produccién
y los riesgos relacionados con el proceso en comparacion con los métodos
convencionales.

- El aceite esencial obtenido por el método de microondas sin solvente ha aumentado las
actividades antimicrobianas y antioxidantes en comparacion con el aceite obtenido por

arrastre por vapor.
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2.5. CARACTERIZACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

2.5.1. DENSIDAD RELATIVA

La densidad es una propiedad caracteristica, Unica para cada material y depende de sus
caracteristicas internas, lo cual permite diferenciar a una sustancia de otra. Asi, la densidad
es una medida que nos dice cudnta materia hay de esa sustancia en cierto espacio. Para
averiguar dicha propiedad se divide la masa entre el volumen o espacio que ocupa esa
sustancia, generalmente se usan las unidades de g/cm® (Diaz et al. 2013; Paredes et al.
2010).

Para los aceites esenciales, la densidad relativa es la relacion entre la masa de un volumen
dado del aceite esencial y la masa del mismo volumen de agua destilada; medida a una
temperatura estandar (normalmente 20 o 25°C). Generalmente se mide usando un
hidrometro (Boukhobza y Goetz, 2014).

2.5.2. INDICE DE REFRACCION

La velocidad de la luz depende del medio que atraviesa, asi la relacion de velocidades de la
luz en el vacio y en cualquier sustancia se conoce como indice de refraccion absoluto de
dicha sustancia. Es posible demostrar que el indice de refraccion también viene dado por la
relacion del seno del angulo de incidencia al seno del angulo de refraccién de un rayo
luminoso de longitud de onda determinada que pasa del aire a la esencia mantenida a una

temperatura constante (Mansard, 2016; Connors, 1981).

Asimismo, Pearson (1976) menciona que el indice de refraccion al ser el grado de desviacion
de un haz de luz que ocurre cuando pasa de un medio transparente a otro; aumenta con la
longitud de las cadenas y con el numero de atomos de carbono presentes. Por lo tanto, el
indice de refraccion determina evidencias de que la muestra podria ser una cadena de

carbono larga insaturada.

Esta constante fisica es utilizada con fines de identificacion de compuestos, y deteccion de

impurezas en aceites volatiles y otras sustancias liquidas (Fontenla, 2006).
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En la siguiente Tabla, se presenta informacion en base a los estudios de Dominguez (1973),
citado por Fontenla (2006).

Tabla 1: Relacion densidad vs. indice de refraccion en aceites esenciales

Densidad (g/mL)  indice de refraccion Posibles componentes presentes

Menor a 0.9 Menor a 1.47 Alto porcentaje de hidrocarburos

terpénicos o compuestos alifaticos

Mayor a 0.9 Menor a 1.47 Compuestos oxigenados alifaticos

Menor a 0.9 Mayor a 1.47 Hidrocarburos aromaticos

Mayor a 0.9 Mayor a 1.47 Compuestos oxigenados aromaticos o
aliciclicos

FUENTE: Dominguez (1973), citado por Fontela (2006)

2.5.3. SOLUBILIDAD EN ETANOL

Los aceites esenciales son basicamente liposolubles, por lo que se disuelven bien en hexano,
benceno, éter, tolueno y en aceites fijos y lipidos en general. Sin embargo tienen una
particularidad que los diferencia de los aceites fijos, y es que son solubles en etanol. La
solubilidad en etanol esta regulada por dos factores: el porcentaje de monoterpenos presentes
en el aceite esencial por un lado, y la graduacion alcohdlica por el otro. La solubilidad en
alcohol de un aceite esencial es inversamente proporcional a su contenido de monoterpenos,
y al contenido de agua en el alcohol. Es importante considerar ademas que algunos aceites

esenciales contienen constituyentes que es algo solubles en agua (Ferraro et al. 2015).

Para este ensayo se preparan mezclas alcohol/agua en concentraciones del 0 a 100 %, o al
96 % de alcohol. A cada mezcla se afiade la misma cantidad de aceite esencial y se agita
cada tubo. La presencia de diminutas gotas dispersas por todo el tubo y que se desplazan
hacia la zona superior, o dos fases bien diferenciadas, indica que esta mezcla alcohol/agua

no disuelve bien el aceite esencial (Ortufio, 2006).

18



2.5.4. INDICE DE ACIDEZ

El indice de acidez es el nimero de miligramos de hidroxido de potasio necesarios para la
neutralizacion de los acidos libres contenidos e 1 g de aceite esencial, aunque a veces
también se expresa como el porcentaje de acido oleico presente en la muestra (ISO
1242:1999; citado por Mansard, 2016).

Deman (1990) sostiene que el indice de acidez es una importante propiedad fisicoquimica
del aceite, ya que determina la calidad, la edad y la idoneidad para su uso industrial. Este
valor se usa para medir la extension de los glicéridos en el aceite, que han sido

descompuestos por diversos factores como la luz y el calor.

2.6. COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales se localizan en el citoplasma de ciertas secreciones de células
vegetales, que se encuentran en uno o mas organos de la planta (los pelos o tricomas
secretores, las células epidérmicas, las células secretoras internas y los bolsillos secretores);
estos aceites esenciales son mezclas naturales muy complejas que pueden contener entre 20
y 60 elementos a concentraciones diferentes (Sell, 2006). Los componentes de los aceites
esenciales son organicos volatiles, generalmente de bajo peso molecular (por debajo de 300).
Estos compuestos volatiles pertenecen a varias clases quimicas: alcoholes, éteres u 6xidos,
aldehidos, cetonas, ésteres, aminas, amidas, fenoles, heterociclos y principalmente los
terpenos. Asimismo, los alcoholes, aldehidos y cetonas ofrecen una amplia variedad de notas

aromaticas, como frutales, florales, citricos y herbales (Dhifi et al. 2016).

Por su parte, Bakkali et al. (2008) y Croteau et al. (2000) mencionan que los aceites
esenciales se caracterizan por tener dos o tres componentes principales a concentraciones
altas (20-70%) en comparacién con otros en cantidades traza. En general, estos
constituyentes principales determinan las propiedades biologicas de los aceites esenciales.
Los componentes incluyen dos grupos de origen biosintético distinto; el grupo principal esta
compuesto por terpenos y terpenoides y el otro por constituyentes aromaticos y alifaticos,

todos caracterizados por bajo peso molecular.
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Asi, Fernandez et al. (2012), citados por Moghaddam y Mehdizadeh (2017), mencionan que
los constituyentes de los aceites esenciales de las plantas se clasifican principalmente en dos
clases quimicas distintas: terpenos y fenilpropanoides. Los compuestos terpénicos se pueden
dividir en dos categorias principales : terpenos con una estructura de hidrocarburo,
principalmente los mono, sesqui y diterpenos y sus derivados oxigenados, por ejemplo,
alcoholes, oxidos, aldehidos, cetonas, fenoles, acidos, ésteres y lactonas. Por otro lado los
fenilpropanoides son los compuestos que proporcionan un olor y sabor especificos a las

plantas segin Sangwan et al. (2001).

Biogenéticamente, los terpenos y fenilpropanoides tienen diferentes precursores metabélicos
primarios y se generan a través de diferentes rutas biosintéticas. Las vias involucradas en los
terpenos son las vias mevalonato y mevalonato independiente (fosfato de desoxilulosa),
mientras que los fenilpropanoides se originan a través de la via shikimato (Litchenthaler,
1999; Dewick, 2002).

Por otro lado, los factores que determinan el rendimiento y composicién de los aceites
esenciales son numerosos. En algunos casos, es dificil aislarlos, ya que estan
interrelacionados e influyen entre si. Estos parametros incluyen las variaciones estacionales,
el 6rgano de la planta, el grado de madurez de la planta, el origen geogréafico y la genética
(Marotti et al, 1994; Hussain et al, 2008; Anwar et al, 2009).

2.6.1. TERPENOS

Los terpenos son el grupo mas importante de productos naturales en lo que respecta a los
aceites esenciales. Estdn formados por varias unidades isoprénicas, (C5H8)n, cuyo nimero

n sirve como criterio para su clasificacion.

Los terpenos principales y los Unicos que se pueden extraer mediante destilacion son los
monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15), pero tambien existen hemiterpenos (C5),
diterpenos (C20), triterpenos (C30) y tetraterpenos (C40) (Bakkali, 2008; Montoya, 2010;
Sell, 2010; Zuzarte y Salgueiro, 2015).

Los terpenos resultan de la condensacion del isopreno, una unidad de pentacarbonato con
dos enlaces insaturados, y por lo tanto muchas veces se llaman isoprenoides.
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Los compuestos terpénicos tienen muchas estructuras isoméricas, ciclicas o lineales, y
diversos grados de insaturacion, sustituciones y derivados oxigenados, generalmente
Ilamados terpenoides. Algunos autores reservan el nombre de terpeno para los monoterpenos
y llaman terpenoides al grupo general (Berger, 2007, citado por Moghaddam y Mehdizadeh,
2017; Zuzarte y Salgueiro, 2015).

Aunque, estructuralmente, los terpenos estan formados por unidades de isopreno, su
biosintesis no se realiza por la polimerizacion de este, sino, segun Avalos y Pérez-Urria
(2009) y Primo (2007), es a partir de metabolitos primarios mediante dos rutas (Figura 5): la
del &cido mevaldnico (activada en el citosol), en la que tres moléculas de acetil-CoA se
condensan para formar acido mevalonico que reacciona hasta formar isopentenil difosfato
(IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y genera
también IPP. El isopentenil bifosfato y su isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP) son los
precursores activados en la biosintesis de terpenos en reacciones de condensacion catalizadas
por prenil transferasas para dar lugar a pernil bifosfatos como geranil difosfato (GPP),
precursor de monoterpenos, farnesil difosfato (FPP) precursor de sesquiterpenos y
geranilgeranil difosfato (GGPP) precursor de diterpenos. A su vez Eisenreich et al. (2001)
mencionan que los sesquiterpenos, triterpenos y politerpenos se producen en el citosol y en
el reticulo endoplasmico, mientras que los monoterpenos, diterpenos, tetraterpenos y algunas

quinonas preniladas se originan en los plastidos

Los monoterpenos Yy sesquiterpenos, son los terpenos mas abundantes en los aceites
esenciales y pueden ser hidrocarburos u oxigenados; sin embargo, también pueden ser
derivados alifaticos o aliciclicos, inclusive pueden tener estructuras aromaticas; siendo los
primeros las moléculas mas representativas que constituyen el 90% de los aceites esenciales,
entre ellos se encuentran el geraniol, linalol, menota, borneol, timol, etc. Por otro lado los
sesquiterpenos incluyen al azuleno, cadinenos, curcumenos, bisabol, cedrol, etc. (Couic-
Marinier y Lobstein, 2013).

21



| o 0-. IH 0 |

i 3 i
HE—C—9—Con ot ,C—C—COOH b
8 Acetil-CoA{ 3x) HC—OP 5
4 l Gliceraldehido-3-P Piruvato R
g g e =
oH z

i :
g‘ g HL—C—CHCH—OH HG ' oH % g
! Cc  CH-O—P | ©
8*’ 85 (l'.‘H, 4% P m
o CooH L {3
2' E OHHC I i
51 9 Acido mevaldnico Metileritritol fosfato a3 3
8 g
= g
2 Ii T 5
o % 2 { C ] e —

P CHy—0—PP 8.C CHy—0—F? —== Isopreno ( C,)
HiEP  “CHa He' SoH ©
\ Isopentenil difosfato ( IPP) Dimetilalil difosfato ( DMAPP) |
\ CHy e 5 /
I { '”’)(I: _CH—0—Pp ——3= Monocterpenos ( C,)

Cun.,  AOHz Gy
HC” SeH  “CHa SCH
Geranil difosfato { GPP)

CHy
& cH : C(-i o ]
S 2, Ao 2 C

we” NeH ScHy SeH ey S

- Famesil difosfato { FPP)

e
N
T pp

CHy CHy CH,
I I (C T

Cu  ACHz Cn  CHp G
HC™ SCH SCH SeH el e

CHy—0—FF ——sa= Sesquiterpenos [ C,,)

2

Triterpenos ( C,,)

CHy=—0—FF ——— Diterpenos ( C_)
2x

Geranilgeranil difosfato { GGPP)

'

Politerpencs

Tetraterpenos ( C_)

Figura 5: Biosintesis de terpenos
FUENTE: Avalos y Pérez-Urria (2009)

a. MONOTERPENOS

La combinacion catalizada por enzimas de DMAPP e IPP produce geranil difosfato (GPP),
precursor de los monoterpenos. Estos son hidrocarburos aliciclicos, monociclicos, biciclicos
o policiclicos; van acompafiados de sus derivados oxigenados como alcoholes, aldehidos,
cetonas, esteres y éteres (Dewick, 2009; Romero, 2004).

Los monoterpenos permiten una gran variedad de estructuras y consisten en varias funciones

segun las mencionan Bakkali et al. (2008):

Carburos:
aciclicos: mirceno, ocimeno, etc.

monociclicos: terpinenos, p-cimeno, felandrenos, etc.
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biciclicos: pinenos, -3-careno, camfeno, sabineno, etc.

Alcoholes:

aciclicos: geraniol, linalol, citronelol, lavandulol, nerol, etc.
monociclicos: mentol, a-terpineol, carveol

biciclicos: borneol, fenchol, crisantenaol, etc.

Aldehidos:

aciclicos: geranial, neral, citronelal, etc.

Cetona:

aciclicos: tegetona, etc.

monociclicos: mentona, carvona, pulegona, piperitona, etc.
biciclicos: alcanfor, fenchone, fuyona, ombelulona, pinocamfona pinocarvona, etc.
Esteres:

aciclicos: acetato o propionato de linalilo, acetato de citronelilo, etc.
monociclicos: mentilo o acetato de a-terpinilo, etc.

biciclicos: acetato de isobornilo, etc.

Eteres: 1,8-cineol, mentofurano, etc.

Perdxidos: ascaridol, etc.

Fenoles: timol, carvacrol, etc.

b. SESQUITERPENOS

Los sesquiterpenos se forman a partir del ensamblaje de tres unidades de isopreno, contienen
15 a4tomos de carbono y esto da como resultado que tengan volatilidades mas bajas y, por lo
tanto, puntos de ebullicibn méas altos que los monoterpenos. Por eso, menos de ellos

contribuyen al olor de los aceites esenciales (Sell, 2010).

Las enzimas especificas preniltransferasas, catalizan al IPPP y DMAPP, para formar
precursores especificos, tal es el caso del farnesil difosfato (FPP), precursor de los
sesquiterpenos. Estos se sintetizan generalmente, a través de la via del mevalonato, en lugar
de la ruta MEP (Dewick, 2009; Buchanan et al. 2002, citado por Zacares, 2008).La extension
de la cadena aumenta el nimero de ciclaciones, lo que permite una gran variedad de

estructuras como los terpenos.
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Asi, Beyer y Wolfgang (1987) mencionan que estas moléculas se pueden unir formando
cadenas hidrocarbonadas alifaticas abiertas y sistemas ciclicos. Entre los ultimos son
especialmente conocidos tres tipos, los sesquiterpenos mono-, bi- y triciclicos. Entre los
Sesquiterpenos destacan el azuleno, - bisaboleno, cedrol, curcumenos, farnesenos, éxido de
cariofileno, etc. (Bakkali et al. 2008).

2.6.2. COMPUESTOS AROMATICOS

Algunas plantas aromaticas tienen aceite esencial formado principalmente por compuestos
aromaticos, tales como fenilpropanoides Los compuestos aromaticos derivados del
fenilpropano son mucho menos comunes en los aceites esenciales que los monoterpenos y
los sesquiterpeos (Rios, 2016). Los fenilpropanoides (también conocidos como &cidos
cindmicos) son metabolitos secundarios, que se biosintetizan mediante la via del &cido
shikimico, a través del aminoacido I-fenilalanina por la accion de la fenilalanina amoniaco
liasa (PAL), que elimina la funcion del nitrogeno para generar acido trans- cinamico, tal

como se observa en la Figura 6.

Asimismo una amplia gama de fenilpropanoides son sintetizadas por la accion de varias
enzimas, incluidas las hidrolasas, (etil) transferasas, oxidorreductasas y ligasas (Stevenson
y Aslam, 2006; Can y Demirci, 2007).

Los fenilpropanoides contienen una o mas unidades de C6-C3, siendo C6 un anillo de
benceno. Por lo general, tienen un grupo funcional metil éter unido al anillo y una cola de
propenilo. La mayoria de fenilpropanoides que se encuentran en los aceites esenciales son
fenoles o éteres fenodlicos, estos incluyen al acido cindmico, aldehido cindmico, eugenol,
anetol, etc. (Bakkali et al. 2008; Couic- Marinier y Lobstein, 2013; Tisserand y Young,
2014).

Bakkali et al. (2008) mencionan que las principales fuentes de plantas para estos compuestos

son el anis, canela, clavo, hinojo, nuez moscada, perejil, sasafras y algunas familias botanicas
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2.7.

El aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.) se compone principalmente de

Ciclo de Calvin |ﬁ"' Shigquimato

| Fenilalanina |

ll‘eullalnnina Amino Liasa

Salicilatos —

e Cinamato — — Cumarinas
= \L

\LL’.‘I\ alcona Sintetasa (CHS)

Liznanos

Chalconas

J

Dihidroxiflavonoles €— Flavanonas —> Isoflavonoides

"L’ Isoflavanos
Antocianidinas Isoflavonas

Cumestanos
Taninos €<— giavan-3.4-diol
condensados

Figura 6: Ruta de sintesis de fenilpropanoides
FUENTE: Bruneton (1991), citado por Leyva et al. (2011)

PRINCIPALES COMPONENTES DEL ACEITE ESENCIAL DE

MANZANILLA (MATRICARIA RECUTITAL.)

derivados de sesquiterpenos (75-90%) y trazas de monoterpenos.

2.7.1. CHAMAZULENO

El chamazuleno es un hidrocarburo bicicliclo insaturado con la férmula molecular C14Has

(Figura 7). Es un azuleno, que son compuestos derivados de sesquiterpenos (Clarke, 2008).

El primer precursor del chamazuleno es la matricina, ésta se encuentra en los capitulos

florales de la manzanilla y su contenido, depende de la variedad de la planta.
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La matricina es muy inestable y se descompone visiblemente al volverse azul durante el

proceso de destilacion.

El precursor inmediato del chamazuleno es el acido chamazuleno carboxilico (CCA); y su
transicion a chamazuleno es mediante la eliminacion de agua, acido acético y

descarboxilatos.
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Figura 7. Estructura quimica del chamazuleno
FUENTE: Clarke (2008)

Por otro lado, Capuzzo et al. (2014) mencionan que el chamazuleno posee propiedades tanto

de eliminador de radicales, como una poderosa capacidad antioxidante.

2.7.2. BISABOLOL

El bisabolol (-a- Bisabolol) tiene una estructura ciclica (con un anillo de carbono en la
molécula) y es un alcohol sesquiterpénico con la férmula quimica C1sH20s (Figura 8). Es un
liquido incoloro con una densidad relativamente baja (0.93); el bisabolol es una sustancia
muy lipofilica, con tendencia a oxidarse (Clarke, 2008; Perbellini et al. 2004, citado por
Kamatou y Viljoen, 2009).
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FUENTE: Clarke (2008)

Los productos de oxidacion son principalmente 6xido de bisabolol A y B, tal como se
visualiza en la Figura 9 (Waleczek et al. 2003, citado por Kamatou, 2009). De igual modo
Schilcher et al. (2005) mencionan que el 6xido de bisabolol A 'y B son los componentes
mayoritarios en el aceite esencial de manzanilla y el 6xido de bisabolol C se encuentra en

pequerias cantidades.

7
Bisabolol

VAN

dxido de Bisabolal A éxido de Bisabolol B éxido de Bisabolol C tedricamente posible,
pero todavia aislado

Figura 9: Productos de oxidacion del —a- bisabolol
FUENTE: Schilcher et al. (2005)
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Por otra parte, las actividades bioldgicas mas importantes del bisabolol son las
antiinflamatorias, antiirritantes y antibacterianas; y propiedades no alergénicas. (Kamatou
y Viljoen, 2009).

2.7.3. OTROS TERPENOS

Entre otros carburos terpénicos destacan el farneseno, cadineno, cis-espiroéter y trans-
espiroéter (Padilla, 2015).

El farneseno, presenta dos principales isdbmeros: trans- B-farneseno y trans-a-farneseno;
siendo el primero el que se encuentra en mayor cantidad en el aceite esencial de manzanilla

(Schilcher et al. 2005).

La Figura 10, muestra los principales monoterpenos presentes en las flores de manzanilla

h |
FARMESEMNO MIRCENDO
T S

CH,OH
P |
CADINENO GERANIOL

Figura 10: Monoterpenos en las flores de manzanilla
FUENTE: Schilcher et al. (2005)
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2.7.4. FLAVANOIDES

Son compuestos visibles (principalmente amarillos) que absorben la luz en un rango de 250
a 380 nm. Presentes como flavonoides libres con 36 reconocidos en la manzanilla alemana
(Mann y Staba, 1992).

Los flavanoides representan la fraccion principal de componentes solubles en agua en la
manzanilla y se encuentran entre un 1-3%. En el aceite esencial de manzanilla, fueron
identificadas numerosas flavonas y flavonoles metoxilados, entre ellos apigenina
(mayoritaria) y quercetina, con sus correspondientes glucésidos (7-glucosil-apigenina y 7-
glucosil-quercetina); entre otros estan la luteolina, patuletina, etc. (Alonso, 2004; Padilla,
2015).

Schilcher et al. (2005) sostienen que, los flavonoides de la manzanilla, son de gran interés,

ya que se los reconoce como espasmoliticos y antiflogisticos.

2.8. TECNICAS DE ANALISIS

La necesidad imperativa de identificar inequivocamente los componentes de una mezcla
compleja fue el motor para el desarrollo de diferentes métodos que se basan en
procedimientos cromatogréficos, que ofrecen informacion sobre identidad, posibles

impurezas o falsificaciones (D" Acampora Zellner et al. 2010; Stashenko y René, 2010).

La cromatografia es un método analitico para la purificacion y separacion de sustancias
organicas e inorganicas que resulta de particular utilidad en el fraccionamiento de mezclas
complejas, aislamiento de sustancias inestables y separacion de compuestos de estructuras
muy semejantes (Skoog et al. 2008; Cisneros, 2017).

En todas las separaciones cromatograficas la muestra se disuelve con una fase movil (que
puede ser un gas, un liquido o un fluido supercritico) la cual se hace pasar a través de una
fase estacionaria inmiscible fija en una columna o en una superficie sélida. De esta manera,
segun la polaridad de las moléculas de la muestra a analizar, se establecen interacciones mas
fuertes con una de las dos fases, por lo que un nimero mayor de moléculas de un mismo tipo
se encuentra en dicha fase.

29



Como consecuencia, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas distintas
que se pueden analizar en forma cualitativa y cuantitativa (Skoog et al. 2008; Roca et al.
2003).

La clasificacion general de los métodos cromatograficos segun Skoog et al. (2008) se basa
en los tipos de fases moviles y estacionarias, y en la clase de equilibrios involucrados en la
transferencia de los solutos entre las fases; asi hay tres categorias generales de cromatografia:
cromatografia de gases (CG), cromatografia de liquidos (CL) y cromatografia de fluidos

supercriticos (CFS).

Las técnicas cromatograficas son utilizadas generalmente para analizar mezclas complejas,
ya que permiten obtener un perfil cromatografico que proporciona una estimacion de varios
compuestos caracteristicos contenidos en la muestra analizada.

Actualmente la cromatografia de gases representa el método de eleccion para escudrifiar la
mezcla compleja de un aceite esencial (ANSM, 2008; citado por Mansard, 2016; Turek y
Stintzing, 2012).

2.8.1. CROMATOGRAFIA DE GASES (GC)

Segun Aquino y Nufiez (2003), citados por Rincon (2015), la cromatografia de gases es un
método fisico de separacion de componentes de una mezcla por medio de una fase movil
gaseosa a través de una fase estacionaria liquida. El principio de funcionamiento es la
distribucion de los compuestos a separar entre las dos fases mencionadas. La fase
estacionaria se encuentra impregnado un soporte reticulado inerte, contenido en una columna
de vidrio o acero inoxidable. A través de la columna circula la fase movil, que es un gas
inerte (nitrégeno, helio o argén).  La separacion de los componentes de la mezcla se realiza
en funcién de su afinidad por las dos fases, que en este caso vienen determinada por su
volatilidad, de manera que cuanto mas volatil es el compuesto, mas afinidad tiene por la fase
movil (Roca et al. 2003). A continuacion se muestra el diagrama de bloques de un

cromatdgrafo de gases tipicos.
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Figura 11: Diagrama de bloques de un cromatografo de gases tipicos
FUENTE: Skoog et al. (2008)

Durante las separaciones mediante cromatografia de gases se han investigado y utilizado
docenas de detectores, basados generalmente en la medida de una determinada propiedad
fisica de los componentes a analizar. Algunos de ellos son universales, mientras que otros
resultan mas selectivos y responden Unicamente a algunos de los componentes de una

mezcla.

En este sentido, la espectrometria de masas acoplada a la cromatografia de gases puede
resultar un detector universal para la cuantificacion de sustancias orgénicas, y permite la
separacion e identificacion de mezclas complejas (Skoog et al. 2008; Gutiérrez y Droguet,
2002).

2.8.2. CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTROMETRIA DE MASAS (GC-
MS)

En este proceso, una mezcla de compuestos inyectada en el cromatografo de gases se separa
en la columna cromatogréafica obteniendo la elucion sucesiva de los componentes
individuales aislados que pasan inmediatamente al espectrdmetro de masas, donde sufren
diversos procesos de ionizacion, fragmentacion y deteccidn. Cada uno de estos componentes

se registra en forma de pico cromatografico y se representan en un cromatograma.

31



Este aporta la informacion sobre los porcentajes relativos de cada uno de los componentes
en la mezcla, al mismo tiempo que la informacion espectral de cada pico permite identificar

a las diversas sustancias que la forman (Gutiérrez y Droguet, 2002; Pérez, 2005).
De esta manera los componentes de los aceites esenciales se pueden separar

simultaneamente e identificar con base en sus tiempos e indices de retencién y los espectros

de masas.

32



I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR Y DURACION DEL ESTUDIO

La presente investigacion se llevo a cabo en la planta piloto de alimentos y en el laboratorio
de biotecnologia de alimentos, pertenecientes a la Facultad de Industrias Alimentarias de la
Universidad Nacional Agraria La Molina; como también en el laboratorio de aceites
esenciales de la empresa Esencias Quimicas (ESQUISA) SAC. Por otro lado, los
componentes quimicos del aceite esencial de manzanilla se identificaron por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas en el laboratorio de analisis de la empresa del

Grupo Carinsa, en Barcelona, Espafia.

Las pruebas preliminares, la extraccion y el andlisis fisicoquimico del aceite esencial de
manzanilla del presente estudio tuvieron una duracion total de 9 meses. Estos ensayos

experimentales se llevaron a cabo desde enero hasta septiembre del 2019.

3.2 MATERIA PRIMA

La materia prima utilizada fueron las flores de manzanilla. Se utilizaron plantas provenientes
del centro poblado de Marayhuaca del distrito de Incahuasi, de la provincia de Ferrefiafe,

departamento de Lambayeque; cultivadas a una altura de 3200 msnm (ver Anexo 1y 2).

La manzanilla fue identificada taxondmicamente en el Herbario del Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos por especialistas genéticos. Se
concluyo que la materia prima pertenece al género de Matricaria, y es de la especie de

Matricaria chamomilla o Matricaria recutita L (ver Anexo 3).



3.3.

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

MATERIALES

Beackers de 50 ml, 100 ml, 200ml
Erlenmeyers de 150 ml, 200ml
Viales de vidrio &mbar de 1ml
Bowls de acero

Probetas de 10 ml, 50 ml

Pipetas de 5ml, 1 ml

Bureta de 25 ml

Tubos de ensayo

Pipetas pasteur de 5 ml

Fiolas de10ml, 25 ml, 100mi

REACTIVOS

Agua destilada (Suministros cientificos E. I.R.L)
Alcohol etilico 96° (Suministros cientificos E. I.R.L)
Hidroxido de potasio (Suministros cientificos E. I.R.L)

Fenolftaleina (Suministros cientificos E. I.R.L)

EQUIPOS

Sistema de extraccion asistida por microondas modelo ETHOS X, marca Milestone
(Anexo 4)

Equipo de extraccion de aceite esencial por arrastre con vapor (Anexo 5) y pera de
separacion

Balanza analitica, marca Sartorius, modelo C- 2105

Refractometro ABBE, marca Ausjena, modelo |

Picnémetro 5 ml, marca Isolab, n° 21

Cromatdgrafo de gases marca Agilent, modelo Intuvo 9000, acoplado a un

espectrometro de masas marca Agilent, modelo 5977B
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3.4. METODOS DE ANALISIS

- Densidad. Método NTP ISO 279:2011

- Solubilidad en etanol. Método NTP 319.084: 1974

- Indice de Refraccion. Método NTP 1SO 280: 2011

- Indice de Acidez. Método NTP 319.085: 1974

- Analisis cromatografico por GC/MS. Cromatdgrafo de gases acoplado a un

espectrometro de masas
35. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.5.1. OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL

En la Figura 12 se muestra el Flujograma para la obtencion del aceite esencial de manzanilla,

el cual se describe a continuacion:

Planta de manzanilla

|

RECEPCION Y PESADO

v

OBTENCION DE -
FLORES tallos, ramas

v

EXTRACCION

v

DECANTACION

v

— ENVASADO
viales 1ml i

ALMACENADO 2°C- 4 °C

Aceite esencial de manzanilla

Figura 12: Flujograma para la obtencion de aceite esencial de manzanilla
(Matricaria recutita L)
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a. RECEPCION Y PESADO DE MATERIA PRIMA

La manzanilla fue recibida en bolsas de papel procedente de Incahuasi (Lambayeque).
Durante la recepcion se llevo a cabo el pesado con la finalidad de calcular posteriormente el

rendimiento de la planta.

b. OBTENCION DE LAS FLORES

Se retiré toda materia vegetal que presentd signos de degradacién y plantas de naturaleza
ajena a la manzanilla; posterior a ello, se procedié a separar las flores de las ramas y tallos
en forma manual. Por Gltimo, se pesaron las flores para calcular mas adelante el rendimiento

tanto de la planta como del aceite.

C. EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL

El aceite esencial de manzanilla se extrajo a partir de sus flores, las cuales tuvieron 75% de
humedad, mediante dos métodos, los cuales fueron:

- MICROONDAS SIN SOLVENTE

La extraccion de aceite esencial se llevd a cabo en un equipo de extraccion por microondas
modelo ETHOS X; se probo diferentes potencias (1000, 1200 y 1400 watts) con distintos
tiempos (20, 40 y 60 minutos) con la finalidad de obtener el tratamiento que logre el mayor
rendimiento porcentual del aceite esencial de manzanilla. Cabe sefialar que para cada

extraccion se utilizaron 600 gramos de flores de manzanilla.

- DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR

Se llevo a cabo en un destilador por arrastre con vapor. Se utilizd 600 gramos de flores y
para generar el vapor dentro de la olla de extraccion se utilizd 2L de agua, que estuvo
separada de las flores de manzanilla mediante una rejilla. Cabe mencionar que este método
se realizd considerando parametros fijos tales como temperatura a 100° C, presion
atmosférica y a 60 minutos. (Gonzélez, 2012).
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d. DECANTACION

Se realizd para separar el aceite esencial del agua con la cual se extrajo despues de la
extraccion por ambos métodos. El aceite esencial tuvo una densidad menor a la del agua, por

lo que se pudo separarse facilmente de ésta.

€. ENVASADO Y ALMACENADO

El aceite esencial de manzanilla obtenido por ambos métodos se envasaron en viales de

vidrio &mbar de 1 ml (ver Anexo 6) y se almacenaron en refrigeracion entre 2°C- 4°C.

3.5.2. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO

Para calcular el rendimiento de extraccidon para ambos métodos, se hizo en base al volumen
(ml) de aceite esencial obtenido y el peso (g) de las flores de manzanilla, empleandose la

siguiente formula:

o Volumen del aceite esencial (ml)
Rendimiento (%) = * 100
Peso de la muestra (g)

3.5.3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL

La caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial consistio en los siguientes analisis
fisicoquimicos: densidad relativa, indice de refraccion, indice de acidez y solubilidad en

etanol al 70 por ciento.
a. DENSIDAD RELATIVA

La densidad relativa segun la NTP 1SO279:2011, es la relacion entre la densidad del aceite
esencial a 20°C y la del agua destilada a la misma temperatura. Se determiné utilizando un
picnémetro y empleando la siguiente formula:
d= P2 —P
P1—-P
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Donde:

d: densidad relativa

P: peso en gramos del picnémetro a 20°C
- P1: peso en gramos del picndmetro lleno con agua destilada a 20°C

- P2: peso en gramos del picndmetro lleno con la esencia a 20°C

b. INDICE DE REFRACCION

El indice de refraccion es la relacion entre el seno del angulo de incidencia y el seno del
angulo de refraccion cuando un rayo de luz de longitudes de onda definidas pasa desde el
aire hacia el aceite esencial conservado a temperatura constante. Para su determinacién se
colocd la muestra de ensayo en el refractometro, se esper0d hasta que la temperatura sea
estable y se realizaron las mediciones. (NTP ISO 280: 2011).

El indice de refraccion n'p, a la temperatura especificada t (20°C), esta dado por la siguiente
ecuacion:
n'p = n'p +0.0004 (t"-1)

Donde:
t’ - ’ -
- n'p:es la lectura tomada a la temperatura de trabajo t, en la que fue realizada

verdaderamente la determinacién

C. SOLUBILIDAD EN ETANOL

Es la solubilizacién alcoholica del aceite esencial al ser diluido en un volumen determinado
de etanol de cierta graduacion (NTP 319.084: 1974).

Consistio en la adicion, a un volumen determinado de aceite esencial, de volimenes de
solucién de etanol de 70 por ciento hasta que el aceite se disolvié completamente, agitandose

frecuente y vigorosamente durante la adicion del solvente (NTP 319.084: 1974).

\Y

S= —
V1
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Donde:
- S:solubilidad en etanol
- V:volumen en ml de la solucién en etanol (70%)

- V1: volumen en ml del aceite esencial
d. INDICE DE ACIDEZ

Es el nimero de mg de hidréxido de potasio necesarios para neutralizar los acidos libres
contenidos en 1 g de aceite esencial. (NTP 319.085: 1974). Para ello, se colocd la muestra,
previamente pesada, en un matraz Erlenmeyer, luego se procedio a afiadir 5 ml de etanol
(95%) y 5 gotas de fenolftaleina; finalmente se neutraliz6 la soluciéon con hidréxido de
potasio (0.1 N) hasta un cambio de color que persistio por unos segundos. Para calcular el

indice de acidez, se empled la siguiente formula:

Ao 561V
B P

Donde:
- lA: indice de acidez
- V:volumen gastado en mililitros de KOH

- P:peso en gramos de la muestra de aceite

3.5.4. ANALISIS E IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS DEL ACEITE
ESENCIAL DE MANZANILLA

Se extrajeron los compuestos volatiles de la muestra de aceite esencial de manzanilla
(Matricaria recutita L.) mediante disolvente (etanol), disolucion al 1%. La separacion de
dichos compuestos se realizd por cromatografia de gases (GC) usando gradiente de
temperaturas (30 °C a 250 °C), y la deteccidn se realiz6 por espectrometria de masas (MS).
Por otro lado, las condiciones cromatograficas que se emplearon se mencionan a

continuacion:
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a. CROMATOGRAFO DE GASES

- Temperatura de inyeccion : 250°C

- Temperatura de deteccion: 230°C

- Helio gas portador

- Columna capilar J&W HP-INNOWax 60m, 0.25 mm, 0.25 um

b.  ESPECTROMETRO DE MASAS (MS)

- Modo TIC, 70eV Energia de ionizacion (EI)

Los analitos se separaron en el cromatdgrafo e ingresaron al detector de masas que
proporciond el espectro, identificando asi a la mezcla compleja de aceites esenciales,
mediante las sefiales producidas por las especies generadas durante la ionizacion y la

fragmentacion de cada sustancia (Stashenko y René, 2010).

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar si existe efecto de los factores sobre la variable respuesta (rendimiento), se
realizd un analisis de varianza (ANOVA) y para determinar diferencias significativas entre
las medias de los niveles de los factores se usé la prueba estadistica Tukey a un nivel de

significancia de o= 0.05. Lo expuesto se desarrollé en el software Statgraphics Centurion
18.

El modelo aditivo lineal de efectos para este disefio fue el siguiente:
Yijk = u + ai + Bj + (ap) ij + Eijk

Donde:
- Yij: Variable respuesta del i-ésimo tratamiento del factor o (potencia) en el j-€Simo
tratamiento del factor B (tiempo) de la k-ésima unidad experimental.
- u: Efecto de la media poblacional
- aj:Efecto del nivel i del factor a (potencia)
- Bj: Efecto del nivel j del factor B (tiempo)

- (ap)ij : Efecto de la interaccion
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- Eij: Efecto del error experimental de la i-ésima potencia en la j-ésima temperatura y
la k-ésima unidad experimental.
i=1,23;j=1,2,3,k=1,2,3

3.7. DISENO EXPERIMENTAL

En la Figura 13, se observa el esquema experimental que se ejecutd en la presente
investigacion, este partio desde la materia prima, flores de manzanilla con un 75% de
humedad, para luego extraer su aceite esencial empleando dos métodos de extraccion:

destilacion por arrastre con vapor y microondas libre de solvente.

El producto obtenido de la primera técnica y el mejor tratamiento respecto al mayor

rendimiento de extraccion en porcentaje del segundo método, fueron caracterizados.

Cabe mencionar que para determinar el mejor tratamiento de la extraccion por microondas
libre de solvente se utilizé un Disefio Completamente al azar con arreglo Factorial, donde
los factores fueron:

- Factor A: potencia; niveles: 1000, 1200 y 1400 watts

- Factor B: tiempo; niveles: 20, 40 y 60 minutos

Al combinar los niveles de los factores, se tuvieron 3x3= 9 tratamientos para ser evaluados,

con tres repeticiones cada uno, dando un total de 27 unidades experimentales.

Una vez caracterizadas las muestras de aceite esencial mediante los controles de densidad
relativa (g/ml), indice de refraccion, solubilidad en etanol al 70 % (v/v) e indice de acidez,
se procedi6 a analizarlas por cromatografia de gases con espectrometria de masas (CG-MS)
para identificar sus componentes quimicos mayoritarios. Finalmente los resultados de los

controles fueron comparados.
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MATERIA PRIMA

OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL (AE)

CARACTERIZACION
FISICOQUIMICA DEL AE

ANALISIS E
IDENTIFICACION DE
COMPONENTES DEL AE

flores de manzanilla—

Destilacién por Arrastre por Vapor: EO

atmosférica)

— Extraccion por microondas sin disolventes:
EL: Potencia de 1000 W por 20 min. TN

E2: Potencia de 1000 W por 40 min.

E3: Potencia de 1000 W por 60 min.

E4: Potencia de 1200 W por 20 min.

: Potencia de 1200 W por 40 min.

. Potencia de 1200W por 60 min.

: Potencia de 1400 W por 40 min.

(temperatura de 100 °C a presién —_— O -

— O —

E5
E6
E7: Potencia de 1400 W por 20 min.
ES
E9

: Potencia de 1400 W por 60 min. —

— O

— O

CONTROLES CONTROLES CONTROLES
-Densidad relativa - Componentes principales
Humedad : 75% -Rendimiento -Indice de refraccion de los aceites esenciales

-Solubilidad en etanol (70%)
- indice de acidez

mediante CG-MS

Figura 13: Esquema experimental para obtener aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.)




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTO DE LOSFACTORES DE POTENCIA DE RADIACION Y TIEMPO
DEL PROCESO EN EL RENDIMIENTO DE EXTRACCION POR EL
METODO DE MICROONDAS LIBRE DE SOLVENTE

Para obtener el mayor rendimiento de aceite esencial de manzanilla expresado en porcentaje
por el método de microondas libre de solvente, se encontrd la mejor combinacién de niveles
de los factores, los cuales fueron la potencia del microondas y tiempo de extraccion, ya que
segun Lucchesi et al. (2007) son los mas significantes. Asimismo, Chempakan y Sindhu
(2008), Farhat et al. (2009) y Filly et al. (2014) manifiestan que es vital estudiar el efecto
del tiempo de extraccion para maximizar eficiencias del proceso, y que un ajuste apropiado
de la potencia de radiacion de microondas asegurara que el aceite esencial se extraiga

rapidamente y sea de calidad.

En la Tabla 2, se observan los rendimientos de extraccion promedio de las tres repeticiones
para cada nivel de potencia de radiacion y tiempo del proceso, mientras que los Anexos 7'y
8, muestran los rendimientos del aceite esencial de todas las unidades experimentales y los
tres méas altos rendimientos del aceite esencial de manzanilla extraido por microondas libre

de solvente, respectivamente.

Tabla 2: Efecto de la potencia del microondas y tiempo en el rendimiento de

extraccion del aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.)

Rendimiento vol. /peso (%)

Potencia (watts) Tiempo (min)
20 40 60
1000 0.0000 0.05 + 0.0000 0.067 + 0.0000
1200 0.008 + 0.0000 0.067 £ 0.0000  0.081 £ 0.0017

1400 0.017 +0.0000 0.058 +0.0000 0.073 + 0.0029




Al realizar un andlisis de varianza (Anexo 9) para la variable respuesta, se identific6 un
efecto estadisticamente significativo (p< 0.05) para los factores estudiados y su interaccion,

sobre el rendimiento en aceite esencial.

La potencia en el proceso de extraccion del aceite esencial de manzanilla mediante
microondas libre de solvente, tuvo un efecto significativo en el rendimiento, al igual que en
los estudios de Septya et al. (2017) y Liang et al. (2008), ya que se observo un cambio
significativo en la variable respuesta al cambiar de nivel en el factor potencia de radiacion.

En la Figura 14, se muestra dicho efecto.

0.080
0.070
— 0.060
0.050 ? J
0.040 :

0.030

RENDIMIENTO (%

0.020
0.010

0.000
1000 watts 1200 watts 1400 watts

POTENCIA (watts)

Figura 14: Efecto de la potencia de radiacion sobre el rendimiento de extraccion

por el método microondas libre de solvente

Como se observa en la Figura 14, en la presente investigacion se partié de 1000 watts de
potencia, no considerandose valores inferiores debido a que no se llegaba al punto de
ebullicion del agua y esto hacia que la temperatura de extraccion sea baja, menor a 100 °C,
trayendo como consecuencia que casi no se extrajera aceite esencial, ya que segln Singh et
al. (2019) y Septya et al. (2017) al presentar una baja temperatura de extraccion, la fuerza

motriz para romper la estructura de las membranas celulares de la planta es débil.
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Asimismo, los estudios de Veggi et al. (2013) indican que la temperatura esta controlada por
la potencia de microondas incidente, ya que es ésta la que controla la cantidad de energia
proporcionada a la matriz, y debido a las interacciones moleculares de los componentes del
material a extraer con el campo electromagnético se genera calor lo que se traduce en un

aumento de temperatura.

De acuerdo a Chang et al. (2011) la potencia proporciona un calentamiento en la muestra
que acttia como una fuerza impulsora para que destruya la matriz de la planta; por lo tanto,
aumentar la potencia generalmente mejoraréa el rendimiento de extraccion. Asi, en la presente
investigacion, al aumentar la potencia de radiacion a 1200 watts los rendimientos de
extraccion crecieron de una manera lineal, ajustandose a lo reportado por Benmoussa et al.
(2018), quienes realizaron estudios acerca del aceite esencial de comino y sostuvieron que
la potencia del microondas tiene una influencia lineal en el rendimiento. Sin embargo,
cuando se aumentd la potencia a 1400 watts, el rendimiento porcentual disminuyo, teniendo
una tendencia decreciente a partir del nivel medio del factor en cuestion; esto es apoyado
por las investigaciones de Ma et al. (2011), Lucchesi et al. (2007) y Mandal et al. (2007)
quienes indican que altas potencias da como resultado la descomposicién de paredes
celulares del vegetal y degradan compuestos térmicamente sensibles como los volatiles,

disminuyendo el contenido de su aceite esencial.

Como se mencioné anteriormente, esto se debié a la interrelacion entre la potencia de
microondas y la temperatura de extraccion, donde el sobrecalentamiento interior por efecto
de altas potencias, puede causar que compuestos organicos del aceite se descompongan,
obteniendo productos de baja calidad y contenido (Yii et al. 2017, y Liang et al. 2008). Es
por ello que tampoco se consideraron potencias mayores a 1400 W, ya que la temperatura

de extraccién era mayor a 100°C y los rendimientos se volvieron insignificantes.

Al realizar las pruebas de multiple rangos para rendimiento (%) por potencia (W) para
determinar qué pares de niveles de dicho factor no son iguales estadisticamente mediante el
método Tukey (Anexo 10), se determind que todos los niveles del factor potencia fueron

diferentes significativamente entre si.
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Ademas se tomd en cuenta el efecto de interaccion de los factores (potencia y tiempo), ya
que este también fue significativo segun el andlisis de varianza; por ello se analizé la Figura
15.

Dicha figura muestra las medias de los niveles de la potencia dentro de cada nivel del factor
tiempo, con los intervalos Tukey sobrepuestos. Se puede notar que en los tres niveles del
tiempo de extraccion, los intervalos de confianza para las medias de las tres potencias de

radiacién no se traslapan, lo que indica que son estadisticamente diferentes.
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0.06

0.04

RENDIMIENTO (%)

—8— 1000 watts
0.02 —»— 1200 watts
—o— 1400 watts

20 40 60
TIEMPO (min)

Figura 15: Interaccion del tiempo de extraccion x la potencia de radiacion, con

intervalos Tukey sobrepuestos

Asimismo, se puede observar que para los niveles de 40 y 60 minutos del factor tiempo, los
niveles medio del otro factor presentaron los mayores valores de rendimiento de extraccion.
Al ver que todos los pares de niveles del factor potencia son diferentes estadisticamente y lo
que interesa es obtener el mayor contenido de aceite esencial, se concluyo que 1200 watts es

el nivel de potencia que conviene utilizar.
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Con respecto al tiempo de extraccion, este factor presenté mayor efecto sobre el rendimiento
de extraccion que la potencia de radiacion y la interaccion de dichos factores segun el anélisis
de varianza, coincidiendo con Lucchesi et al. (2004), Tran et al. (2018), Filly et al. (2014) y
Liu et al. (2018), que indican que el tiempo es el factor predominante en el proceso de
extraccién por microondas libre de solvente, ya que al variar los niveles de dicho factor el

contenido de aceite esencial presente en el material vegetal cambia de manera significativa.

La Figura 16, muestra el efecto que existe entre los diferentes niveles del tiempo de

extraccién sobre el rendimiento del aceite esencial.
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Figura 16: Efecto del tiempo del proceso sobre el rendimiento de extraccion en
el método microondas libre de solvente

En la Figura 16 se observa que a medida que aumentaron los minutos el rendimiento de
extraccion se incrementd, coincidiendo con las literaturas de Mandal et al. (2007) y Lucchesi
et al. (2007), donde sostienen que la relacion de dichos parametros es directamente
proporcional; sin embargo, Veggi et al. (2013) mencionan que una sobreexposicion a la
radiacion de microondas, incluso a una baja potencia operativa, el rendimiento de extraccion

disminuye.
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Por otro lado, Li et al. (2013) afirman que el rendimiento del aceite esencial se incrementa
de una manera lineal con el aumento del tiempo de extraccion; no obstante, al contrastar con
los resultados de la presente investigacion, la linea de tendencia que mejor se ajusto, ya que
presentd como coeficiente de determinacion la unidad, fue la polindmica de segundo orden
con pendiente negativa, lo que indic6 que el tiempo de extraccion que presenté mayor
rendimiento fue a los 60 minutos, y valores mas altos a este, el contenido de aceite esencial
extraido podria decrecer; ya que diversos autores, tales como Marqueés (2009), Haeusslet et
al. (2003) y Rojas et al. (2012) mencionan que una linea de tendencia polindmica de orden
2 suele tener s6lo un maximo o un minimo valor de la variable respuesta, dependiendo de su
pendiente, asi si esta es negativa habria solamente un punto méaximo. Lo expuesto, esta
apoyado por las investigaciones de Wang et al. (2008) y Veggi et al. (2013) quienes
manifiestan que tiempos prolongados del proceso causara pérdida de la estructura quimica
de los compuestos activos del aceite, trayendo como consecuencia menores rendimientos de
extraccion. Por lo dicho, se optd por no incrementar tiempos para evitar pérdidas tanto de la

calidad del producto como energéticas por parte del equipo.

Para elegir el nivel del tiempo de extraccién que obtuvo mayor rendimiento se preciso a
realizar la comparacién mdltiple de medias de los niveles de dicho factor, mediante el
método Tukey (Anexo 11). Este analisis ayudd a concluir que los pares de medias de los
niveles del tiempo son estadisticamente distintos entre si. Asimismo, también se tomo en
cuenta el efecto de interaccion de los factores (tiempo y potencia), por dicho motivo se

analizé la Figura 17.

La Figura 17 muestra como los intervalos de Tukey sobrepuestos para las medias de cada
nivel del tiempo de extraccion no se traslapan dentro de cada nivel de potencia, indicando
de una manera grafica, que cada nivel del tiempo es diferente significativamente. Ademas,
se puede apreciar que para cualquier valor de potencia evaluada el contenido de aceite
esencial fue mayor en el nivel méas alto del factor tiempo (60 minutos), y este al tener

diferencias significativas con sus otros niveles se concluyo que es el que conviene utilizar.
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Figura 17: Interaccion de la potencia de radiacion x tiempo de extraccién, con

intervalos Tukey sobrepuestos

Para Tran et al. (2018) es importante conocer la potencia del microondas y tiempo del
proceso que maximicen el rendimiento de extraccion, siempre y cuando dichos valores no
descompongan los compuestos del aceite esencial, afectando asi su calidad; y ademéas que
no perjudiquen el costo de produccién debido a un elevado consumo de energia. De tal
forma, en la presente investigacion, la combinacion de los niveles de los factores, la cual
obtuvo mayor rendimiento de extraccion sobre la region experimental fue 1200 watts de
potencia con 60 minutos de tiempo de extraccion. Cabe resaltar que el valor de la potencia
no fue elevado, evitando asi pérdidas energéticas.
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4.2. RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL DE MANZANILLA OBTENIDO
POR LOS METODOS DE MICROONDAS LIBRE DE SOLVENTE Y
DESTILACION POR ARRASTRE CON VAPOR

El aceite esencial de manzanilla se obtuvo a partir de las flores frescas de la planta, ya que
es ahi donde se sintetiz6 y acumul6 dicho producto, pues en otras partes de la planta el
contenido de aceite fue nulo. Los estudios de Djilani y Dicko (2012) indican que los aceites
esenciales se almacenan en estructuras secretoras fragiles especiales; asi, investigaciones
anatomicas de Das (2015), Ortufio (2006) y Schilcher et al. (2005) revelaron que el aceite
esencial de manzanilla esta presente en todos los 6rganos de la planta; sin embargo, en las
cabezuelas que constituyen la flor el contenido de aceite esencial es mayor, coincidiendo con

lo encontrado en la presente investigacion.

En la Tabla 3 se muestran los rendimientos de extraccion expresados en porcentaje

(volumen/peso) de los métodos de arrastre con vapor y microondas libre de solvente.

Tabla 3: Rendimientos de extraccion en porcentaje (vol. /p) de los métodos de

arrastre con vapor y microondas libre de solvente

Procedencia de las flores de Método de extraccion Rendimiento vol/peso
Manzanilla (%)
Incahuasi-Lambayeque Destilacion por arrastre con 0.032 £ 0.0023 *
vapor
Incahuasi-Lambayeque Microondas libre de 0.081 +0.0017 *
solventes

*: indica diferencia estadistica, p< 0.05 T de Student

Como se puede observar, los rendimientos de ambos métodos de extraccién no superan el
0.1 %, similar a lo encontrado por Gennari (1996), Bowles (2003) y Montoya (2010),
quienes mencionan que el contenido total de aceite esencial en las plantas generalmente es

muy bajo, siendo la cantidad media de 0.01 a 2%, donde la mayoria no excede al 1%.
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El rendimiento del aceite esencial obtenido por destilacion por arrastre con vapor, fue el
promedio de realizar tres repeticiones (ver Anexo 12) y fue similar al alcanzado por Cano et
al. (2002), donde a partir de flores de manzanilla de Huehuetenango (Guatemala), y
empleando el mismo método lograron obtener 0.032% de aceite. Por otro lado, Hiramatsu et
al. (1996) y Cosco (2010) obtuvieron valores algo diferentes al reportado, tales como 0.1%
y 0.06 %, a partir de flores frescas provenientes de Argentinay Peru, respectivamente. Estas
diferencias pueden deberse a las distintas caracteristicas de la manzanilla empleada en los

diversos estudios, tales como especie y lugar de procedencia, tal como lo explica Das (2015).

Asimismo, Kiplagat (1997), McKay y Blumberg (2006), Formisano et al. (2014),
Mohammad et al. (2010), Alvarado (2007), Vinicius et al. (2008), Scalia et al. (1999) y
Matsushita et al. (2018) en sus investigaciones indican que el porcentaje de aceite esencial
de manzanilla obtenido por métodos convencionales, tales como arrastre con vapor y
clevenger varia entre 0.2-2%; estos datos difieren con el obtenido en la presente
investigacion, esto hace suponer que las flores de manzanilla provenientes de Incahuasi
(Lambayeque- Per() presentan bajo contenido de aceite esencial, pudiéndose deber a
factores genéticos o ambientales. Esto estd respaldado por Salamon (2007) y Tradent et
al.2016), que estudiaron los factores que influyen en el contenido de aceite esencial de la
manzanilla, y concluyeron que el rendimiento de extraccion estd relacionado con la
localidad, floracion de la planta y practicas agricolas, tales como esparcimiento de la planta,
programas de riego, fertilizantes y tiempo de cosecha.

En cuanto al rendimiento obtenido por microondas libre de solvente (0.081 %), este fue
cercano a los reportados por Saied et al. (2016), Gawde et al. (2014) y Das (2015), los cuales
fueron 0.06%, 0.075 % y 0.08%, respectivamente; pese a que dichos autores emplearon el

método convencional de extraccion.

En los altimos afios diversos autores, tales como Filly et al. (2014), Lucchesi et al. (2004) y
Uysal et al. (2009) han extraido aceites esenciales a partir de diversas plantas aromaticas con
el método de extraccion por microondas libre de solvente, en los que obtuvieron

rendimientos que variaron entre 0.029 %y 0.6%. Sin embargo, solo en los estudios de Saied
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et al. (2016) emplearon a la manzanilla para extraer su aceite esencial con una técnica similar
a la mencionada. Este méetodo fue la hidrodestilacidn asistida por microondas, donde usaron
como solvente al agua; y obtuvieron un rendimiento de extraccion de 0.08%, valor cercano

al alcanzado en la presente investigacion por microondas libre de solvente.

Al realizar una comparacion de medias de los rendimientos obtenidos por los métodos en
estudio, por la prueba estadistica T de student a un nivel de confianza del 95% (Anexo 13),
se evidencio diferencia estadistica, siendo el método de microondas libre de solvente el que
obtuvo mayor cantidad de aceite esencial a partir de flores de manzanilla. Lo reportado se
asemeja a lo obtenido por Lucchesi et al. (2004), Uysal et al. (2009), Okoh et al. (2010),
Berka-Zougali et al. (2012) y Filly et al. (2014), quienes compararon los métodos
convencionales con el microondas libre de solventes para extraer aceites esenciales, y
concluyeron que con este Ultimo se obtienen aceites de mayor calidad cuantitativa en un
menor tiempo que al emplear destilacion por arrastre con vapor e hidrodestilacion. Esto
respalda los resultados obtenidos, ya que seglin se puede visualizar en la Figura 18, el
rendimiento porcentual (vol./peso) del método por microondas libre de solvente fue méas

efectivo, ya que superd en mas del 50 % al método de destilacion por arrastre con vapor.
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Figura 18: Rendimiento de extraccion de aceite esencial para los métodos de

microondas libre de solvente y destilacién por arrastre con vapor
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El método por microondas libre de solvente, proporcioné mayor rendimiento de aceite
esencial y hubo ahorro de energia ya que para su uso no se utiliz6 agua y ningdn tipo de
solvente, por su parte Li et al. (2013) mencionan que este metodo es mas viable
comparandolo con la destilacion por arrastre con vapor e hidrodestilacion, desde el punto de

vista econdmico y medioambiental.

4.3. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL ACEITE ESENCIAL DE
MANZANILLA

Las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial extraido por los métodos de microondas

libre de solvente y destilacion por arrastre con vapor, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de manzanilla
(Matricaria recutita L) extraido por microondas libre de solvente y destilacion

por arrastre con vapor

Caracteristica Microondas libre de Destilacion por arrastre con
fisicoquimica solvente vapor
Color Azul Azul
indice de refraccion 1.5013 + 0.0001* 1.4790 + 0.0000*
Densidad relativa (g/ml) 0.929 + 0.0028 0.925 +0.0138
Solubilidad en etanol al 4 4
70%
indice de acidez 6.2333 + 0.0780* 3.4284 +0.1031*

*: indica diferencias significativas entre los métodos de extraccion, p<0.05 T de Student

Respecto al color, ambos métodos extrajeron aceites de color azul, coincidiendo con los
resultados de Hiramatsu et al. (1996), Raal et al. (2003), Singh et al. (2011) y Das (2015).
Asimismo, Srivastava et al. (2010) y Buckle (2015) mencionan que es posible obtener aceite
esencial de manzanilla azul brillante, verde o amarillo, y esto dependera de la cantidad de

chamazuleno presente en el aceite y de la variedad de la planta utilizada.
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Es por ello que Man y Staba (1992) y Singh et al. (2011) sostienen que la coloracion del
aceite esencial de manzanilla dependera de su composicién, ya que son los terpenoides,
basicamente el chamazuleno, el encargado de dar el color azul profundo al aceite,
principalmente al de la variedad alemana; justamente la especie que se utilizé en la presente

investigacion

En cuanto al indice de refraccion (IR), se puede notar que el valor obtenido por el método
de microondas libre de solvente fue mayor en comparacion al de arrastre con vapor a nivel
laboratorio, los datos presentaron diferencias significativas; sin embargo, ambos se
encuentran en el rango planteado por D° Acampora et al. (2010), que sostienen que dicho
parametro para el aceite esencial de manzanilla oscila entre 1.4500 a 1.5900. Torrenegra et
al. (2015), mencionan que valores mayores a 1, indican que el aceite esencial es rico en
terpenos y ademas presenta compuestos aromaticos. Segun este criterio el aceite esencial de
manzanilla extraido tanto por microondas libre de solvente y arrastre con vapor a nivel
laboratorio, estd constituido principalmente por compuestos terpénicos y esto se puede

evidenciar en las tablas de los Anexos 14 y 15.

El IR del aceite obtenido por microondas libre de solvente coincide al reportado por Bottcher
et al. (2005) y Ristic et al. (2007), pero no al alcanzado por Torrenegra et al. (2017), que
empleando el método de hidrodestilacion asistida por microondas obtuvo un aceite con
indice de refraccion 1.3800. Por otro lado, el IR del aceite esencial obtenido por destilacion
por arrastre con vapor fue similar al reportado por Burdock (2010), y cercano al especificado
por Johnson et al. (2017).

El valor de la densidad relativa para el aceite esencial de manzanilla extraido por microondas
libre de solvente fue de 0.929 g/ml y por destilacion por arrastre con vapor fue 0.925 g/ml,
estos no tuvieron diferencias significativas; encontrandose ambas densidades dentro de los
rangos mencionados por D Acampora et al. (2010) y Mann y Staba (1992), los cuales son
de 0.696 a 1.118 g/ml y de 0.91 a 0.95 g/ml, respectivamente.

54



Por su parte, Bottcher et al. (2005) reportan una densidad relativa similar a la de los aceites
esenciales obtenidos en la presente investigacion; sin embargo, Cano et al. (2002) y
Torrenegra et al. (2017) indican valores muy diferentes (1.200 g/ml y 1.093 g/ml para el
aceite esencial de manzanilla), pudiéndose deber a la diferente materia prima utilizada por
dichos autores, ya que ellos usaron manzanilla procedente de Guatemala y Colombia,
respectivamente. Con ello se puede deducir que las diversas especies de manzanilla, como
su lugar de procedencia, manejo agronémico, etc., influyen en los componentes presentes en
su aceite esencial, que a su vez trae desigualdades en sus propiedades fisicoquimicas, tal
como lo mencionan Salamon et al. (2010) y Salamon (2004) en sus investigaciones con

manzanilla cultivada en diferentes zonas de Iran y Eslovaquia, respectivamente.

Husnu et al. (2007) afirman que los aceites esenciales con un menor valor del indice de
refraccion y densidad estan relacionados con una menor cantidad de fenoles. Asimismo,
Granados et al. (2012) sefialan que los aceites esenciales con indices de refraccion mayores
a 1.47 y densidades superiores a 0.9 g/mL tienen en su composicion cantidades importantes
de compuestos oxigenados aromaticos. Segun el criterio planteado, el aceite esencial de
manzanilla extraido por microondas libre de solvente y destilacién por arrastre con vapor

presentarian cantidades de compuestos oxigenados en su composicion.

Respecto a la prueba de solubilidad en etanol al 70%, el aceite esencial de manzanilla
extraido por ambos métodos presentd el mismo valor de solubilidad (4 volimenes),
ajustandose a lo reportado por Torrenegra et al. (2017). Asimismo, D” Acampora et al.
(2010) y Tellez (2017) indican que el contenido de compuestos oxigenados en aceites
esenciales, ademas de proveer las notas aromaticas agradables, aumentan su solubilidad en
etanol, esto es debido a que los aldehidos y alcoholes aromaticos poseen la capacidad de
formar puentes de hidrogeno. Por otro lado, los aceites envejecidos o almacenados
incorrectamente con frecuencia presentan una solubilidad disminuida. Con lo mencionado,
se pudo evidenciar la presencia de compuestos oxigenados en el aceite esencial de
manzanilla extraido por los métodos de microondas libre de solvente y destilacion por
arrastre con vapor, también que los aceites esenciales se almacenaron de una forma correcta;
por otra parte, al observar la Tabla 4, los valores de indice de acidez que se obtuvieron para
ambos métodos de extraccion presentaron diferencias significativas, siendo el de microondas

libre de solvente mayor.
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Dicha diferencia se puede deber al distinto porcentaje de compuestos aromaticos de los
aceites esenciales obtenidos por microondas y destilacién por arrastre con vapor; ya que
Mattisek et al. (1998) indican que el indice de acidez es una medida del contenido de &cidos
libres presentes en el aceite y en ocasiones, permite tener conclusiones acerca del tratamiento
0 reacciones de degradacién que se hayan producido; en el caso de los aceites esenciales,

éstos contienen varios compuestos aromaticos y a menudo son acidos grasos libres

Kumar (2014) menciona que un aceite esencial con alto indice de acidez se considera
defectuoso, porque se degrada rapidamente o se vuelve rancio; en la presente investigacion,
pese a que el valor de acidez del aceite esencial de manzanilla extraido por microondas libre
de solvente resulto ser mayor al de arrastre con vapor, no se le consider6 un indice alto, ya
que se encontr6 dentro del rango recomendado por Mann y Staba (1992), el cual vade 5 a
50, asimismo dicho indice de acidez fue similar al reportado por Bottcher et al.(2005), los

cuales también mencionan que dicho parametro no debe superar los 15.

4.4, IDENTIFICACION DE COMPUESTOS DEL ACEITE ESENCIAL DE
MANZANILLA

La Tabla 5, muestra los principales compuestos activos del aceite esencial de manzanilla
(Matricaria recutita L.) extraido por destilacion por arrastre con vapor y microondas libre
de solvente. Por su parte, los Anexos 16 y 17 presentan los cromatogramas del aceite esencial
de manzanilla extraido por los métodos en estudio; ambos presentaron los mismos
componentes mayoritarios, siendo estos el a—bisabolol, § —cariofileno, 6xido B o —bisabolol,
B —elemeno y germacreno- D. Los estudios de Torrenegra et al. (2017), Saied et al. (2016),
Raal et al. (2011) y Falzari y Menary (2003) reportan que los elementos abundantes en el
aceite esencial de manzanilla son el o.—bisabolol y el 6xido B de bisabolol, coincidiendo con

lo reportado.

Por otro lado, Orav et al. (2001), Costescu et al. (2008), Wesolowska et al. (2015) y
Stanojevic et al. (2016) en sus investigaciones sobre la composicion quimica del aceite
esencial de manzanilla alemana, sostienen que aparte de los componentes ya mencionados,
el chamazuleno (5 %- 20%), B-farneseno (4 %-30%), espatulenol (14%) y espiroéter (5%)

son compuestos que se encuentran en cantidades representativas.
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Si bien es cierto el chamazuleno y farneseno estan en los aceites analizados en la presente
investigacion, pero estos se hallan en menor porcentaje a los mencionados por los autores
citados. Estas diferencias se pueden deber a la materia prima utilizada, ya que la manzanilla
se encuentra creciendo en forma silvestre en muchos paises y esta variabilidad de lugar de
procedencia influye en la composicién quimica de su aceite esencial porque hay efecto del
medio ambiente y manejo agrondmico donde es cosechada. Todo lo mencionado esta
corroborado con las investigaciones de Formisano et al. (2015), Orav et al. (2010) y Tradent
et al. (2016) donde analizaron aceites esenciales de manzanilla proveniente de Italia,
distintos paises de Europa, Asia y Africa, respectivamente, y concluyeron que el cambio de

lugar influye en la composicién quimica.

Tabla 5: Principales componentes presentes en el aceite esencial de manzanilla

obtenido mediante arrastre con vapor y microondas libre de solvente

Porcentaje de abundancia (%)

Aceite esencial de manzanilla (Matricaria

Compuestos recutita L.)

Destilacion por Microondas libre de

arrastre con vapor solvente
a —bisabolol 24.72 20.6
Oxido B o —bisabolol 10.88 12.18
f -cariofileno 17.47 13.18
B —elemeno 4.76 5.89
Germacreno- D 5.49 411
Oxido A o —bisabolol 1.53 2.88
Chamazuleno 4.46 2.27
a —farneseno 2.99 3.09
Cis-p —farneseno 1.75 1.93
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Los aceites esenciales de manzanilla extraidos por destilacion por arrastre con vapor y
microondas libre de solvente presentaron los mismos componentes, sin embargo se
diferenciaron en sus porcentajes de abundancia (Tabla 5); por lo que se puede inferir que el
método de extraccion influye en las cantidades de los compuestos quimicos del aceite
esencial. Lo expuesto estd apoyado por la investigacion de Saied et al. (2016) donde
analizaron la composicion quimica de muestras de aceites esenciales de manzanilla extraidos
por arrastre con vapor e hidrodestilacion asistida por microondas, y estas presentaron
diferencias cuantitativas. El tltimo método obtuvo aceite con porcentajes mas altos de éxido
B a —bisabolol, 6xido A o —bisabolol y o —farneseno, al igual que el aceite de manzanilla

obtenido por microondas libre de solvente que se analiz6 en la presente investigacion.

Respecto a las diferencias en los porcentajes de los componentes de las muestras
estudiadas en esta investigacion, se pudo notar que el aceite obtenido por el método
convencional presentd mayor abundancia de a —bisabolol, g —cariofileno, germacreno- D y
chamazuleno en comparacion al de microondas libre de solvente. Por otro lado, el extraido
por este Ultimo mostré mayor porcentaje para el 6xido B o —bisabolol,  —elemeno, 6xido A
a —bisabolol, a —farneseno y cis-p —farneseno. La Figura 19, muestra los porcentajes de los

principales componentes del aceite esencial de manzanilla obtenido por los dos métodos.
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Figura 19: Porcentaje de los principales componentes del aceite esencial de

manzanilla extraido por destilacién por arrastre con vapor y microondas libre
de solvente
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Los componentes presentados en la Figura 19 fueron los mas representativos del aceite
esencial de manzanilla, aparte de estar en cantidades considerables la mayoria son
considerados antibacteriales, antiinflamatorios y antioxidantes. Tal es el caso del a —
bisabolol, donde estudios de Cavalieri et al. (2004) y Darra et al. (2008) han demostrado un
fuerte efecto citotoxico dependiente del tiempo y la dosis en lineas celulares de glioma y
carcinoma pancreatico humano y de ratas altamente malignas; por otra parte Leite et al.
(2011) evidenciaron actividad antiinflamatoria en dicho componente, ya que inhibié la
dermatitis inducida por agentes nocivos en ratones. En el presente estudio, el aceite esencial
de manzanilla obtenido por el método de destilacion por arrastre con vapor fue el que obtuvo
mayor porcentaje (24.72 %) de o.—bisabolol que el extraido por microondas libre de solvente
(20.6 %), sin embargo, ambos valores fueron cercanos y no tan bajos. Por otro lado, el aceite
del método no convencional fue el que presentd mayor cantidad de 6xidos Ay B del a —
bisabolol, siendo estos compuestos antiinflamatorios y antimicrobianos, puesto que analisis
confirmaron su poder para inhibir el crecimiento de S. aureus, S. epidermis, E. coli, S

setubal, K. pneumoniae y M.luteal (Simionatto et al. 2006; Issac, 1979).

Respecto al compuesto de chamazuleno, autores como Singh et al. (2011), Fejer y Salamon
(2016) afirman que junto al o —bisabolol y sus 6xidos, son los mas valiosos y representativos
del aceite esencial de manzanilla de la variedad alemana; debido a que el chamazuleno es el
responsable de dar la coloracion azul al aceite esencial, aparte de tener caracteristicas
antinflamatorias, analgésicas y antioxidantes. Asi Buckle (2003) menciona que el precio del
aceite esencial de manzanilla alemana generalmente esté relacionado con la presencia del
chamazuleno. Segun se observa la Figura 19, los aceites esenciales de ambos métodos de
extraccion presentaron dicho compuesto activo, estando en mayor porcentaje en la muestra
obtenida por destilacion por arrastre con vapor. Asimismo, ambos datos se encuentran en el
rango tipico mencionado por Clarke (2008) dénde indica que el chamazulene generalmente

se encuentra entre 2 %-7.5 % en el aceite esencial de manzanilla de variedad alemana.

Ademas de los constituyentes ya mencionados, investigadores como Bruce et al. (2005) y
Zhang et al. (2011) aseveran que componentes volatiles del aceite esencial de manzanilla
tales como a —farneseno, germacreno-D, 3 —elemeno, tienen efectos en el control de plagas,

propiedades antimicrobianas y anticancerigenas, respectivamente.
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Siendo el método de microondas libre de solvente el que extrajo aceite esencial con mayor
porcentaje del elemento a.—farneseno y  —elemeno, siendo este Gltimo un compuesto valioso
por ser inhibidor del ciclo celular e inducir a la apoptosis en estudios in vitro e in vivo

combinado con métodos moleculares (Zhai et al. 2019).

El p —cariofileno fue el segundo compuesto mas abundante en el aceite esencial extraido por
ambos meétodos. El aceite obtenido por destilacion por arrastre con vapor presentd mayor
porcentaje (17.47 %) en comparacion al extraido por microondas libre de solvente (13.18
%). Sin embargo, no es considerado como componente marcador para la autenticacion del
aceite esencial de manzanilla de la variedad alemana, inclusive no se encuentra presente en
diversas investigaciones donde analizan la composicion quimica de dicho aceite esencial.
No obstante, puede ser valorado, ya que segun las investigaciones de Fidyt et al. (2016),
Klauke et al. (2014) y Calleja et al. (2013) el compuesto posee actividades anticancerigenas
significativas, pues afectan al crecimiento y proliferacion de numerosas células
cancerigenas. Asimismo, tiene efectos analgésicos en ratones con dolor inflamatorio y

neuropatico y propiedades antioxidantes ya que es un eliminador de radicales libres.

Por todo lo expuesto se podria indicar que el aceite esencial de manzanilla (Matricaria
recutita), extraido tanto por destilacion por arrastre con vapor y microondas libre de solvente
muestra propiedades destacadas, tales como antioxidante, antimicrobiana, analgésica y
anticancerigena, por lo que tendria aplicacion en la industria alimentaria ya que segun
Bhavaniramya et al. (2019), los aceites esenciales son capaces de usarse como conservantes
alternativos para aumentar la vida Gtil de los alimentos por sus propiedades antes

mencionadas, dadas por sus terpenos y compuestos volatiles aromaticos presentes.
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V. CONCLUSIONES

1. La mejor combinacién de los niveles de los factores de potencia de radiacion y
tiempo del proceso, que obtuvo el mayor valor de rendimiento de extraccion en el
método de microondas libre de solvente fue 1200 watts y 60 minutos.

2. Los métodos de extraccion mostraron diferencias significativas en cuanto a su
rendimiento de extraccion del aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.);
el obtenido por microondas sin solvente presentd un valor mayor (0.081%) en

comparacién al obtenido por arrastre con vapor (0.032%).

3. El aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.) extraido por microondas
libre de solvente presentd una coloracién azul, una densidad relativa de 0.929g/ml,
un indice de refraccion de 1.5013, solubilidad en etanol (70 %) de 4 volumenes e
indice de acidez de 6.2333; mientras que el obtenido por arrastre con vapor, tuvo una
coloracion azul, una densidad relativa de 0.925g/ml, un indice de refraccion de
1.4790, solubilidad en etanol (70 %) de 4 volumenes e indice de acidez de 3.4284.

4. El aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.) obtenido por microondas
libre de solvente tuvo como componentes mayoritarios a : o —bisabolol ( 20.6 %), B
—cariofileno ( 13.18 %), 0xido B o —bisabolol ( 12. 18 % ) y B —elemeno ( 5. 89 %);
mientras que el obtenido por arrastre con vapor presento, a —bisabolol ( 24. 72 %), B
—cariofileno (17. 47 %), 6xido B o —bisabolol ( 10. 88 %) y germacreno- D ( 5. 49
%).



VI. RECOMENDACIONES

Determinar la vida Gtil del aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.).
Realizar la aplicacion del aceite esencial de manzanilla en la Industria Alimentaria.
Realizar un estudio de prefactibilidad para el aceite esencial de manzanilla obtenido

por microondas libre de solvente.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: Campo de manzanilla (Matricaria recutita L.) en Incahuasi (Ferrefiafe-
Lambayeque)




ANEXO 2: Manzanilla (Matricaria recutita L.) utilizada en el presente estudio




ANEXO 3: Constancia de identificacion de la especie en estudio

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS y

, 0 8 Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA
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-
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“Afio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°363-USM-2019

LA JEFA (e) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

’

La muestra vegetal (ramas con hojas e inflorescencia) recibida de Claudia Fernanda
Pacheco Ferrer, estudiante la Universidad Nacional Agraria La Molina, ha sido estudiada y
clasificada como: Matricaria chamomilla L. y tiene la siguiente posicién taxonémica,
segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Matricaria
ESPECIE: Matricaria chamomilla L

Nombre vulgar: “manzanilla”
Determinado por: Mg. Maria Isabel La Torre Acuy

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
considere conveniente.

Lima, 30 de octubre de 2019
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ANEXO 4: Equipo de extraccion por microondas libre de solvente




ANEXO 5: Equipo de destilacion mediante arrastre con vapor a nivel laboratorio

ANEXO 6: Almacenamiento del aceite esencial de manzanilla (Matricaria recutita L.)




ANEXO 7: Datos de los rendimientos del aceite esencial de manzanilla extraido por

microondas libre de solvente

Flores Potencia Tiempo Aceite esencial Rendimiento
manzanilla (gr) (W) (min) obtenido (ml) (%)

1 600 1000 20 0 0

1 600 1000 40 0.3 0.05
1 600 1000 60 0.4 0.067
1 600 1200 20 0.05 0.008
1 600 1200 40 0.4 0.067
1 600 1200 60 0.5 0.083
1 600 1400 20 0.1 0.017
1 600 1400 40 0.35 0.058
1 600 1400 60 0.42 0.07
2 600 1000 20 0 0

2 600 1000 40 0.3 0.05
2 600 1000 60 0.4 0.067
2 600 1200 20 0.05 0.008
2 600 1200 40 0.4 0.067
2 600 1200 60 0.48 0.08
2 600 1400 20 0.1 0.017
2 600 1400 40 0.35 0.058
2 600 1400 60 0.45 0.075
3 600 1000 20 0 0

3 600 1000 40 0.3 0.05
3 600 1000 60 0.4 0.067
3 600 1200 20 0.05 0.008
3 600 1200 40 0.4 0.067
3 600 1200 60 0.48 0.08
3 600 1400 20 0.1 0.017
3 600 1400 40 0.35 0.058
3 600 1400 60 0.45 0.075

ANEXO 8: Datos de los tres mas altos rendimientos del aceite esencial de manzanilla

extraido por microondas libre de solvente

Flores Potencia Tiempo Aceite esencial Rendimiento
manzanilla (gr) (W) (min) obtenido (ml) (%)
600 1200 60 0.5 0.083
600 1200 60 0.48 0.08
600 1200 60 0.48 0.08
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ANEXO 9: Analisis de varianza para el rendimiento de extraccion mediante el método de

microondas libre de solvente

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F|Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:POTENCIA (W) 0.000996963 2| 0.000498481 | 395.85 | 0.0000
B:TIEMPO (min) 0.019481 2 0.00974048 | 7735.09 | 0.0000
INTERACCIONES
AB 0.000282593 4| 0.0000706481 | 56.10 | 0.0000
RESIDUOS 0.0000226667 |18| 0.00000125926
TOTAL (CORREGIDO) 0.0207832 26

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

ANEXO 10: Pruebas de multiple rangos para rendimiento (%) por potencia (W). para el

método de extraccion de microondas libre de solvente

Método Tukey, nivel de confianza 95%

POTENCIA (W) | Casos | Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

1000 9 0.039 0.000374056 |
1400 9 0.0494444 | 0.000374056 | *
1200 9 0.052 0.000374056 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1000 - 1200 * -0.013 0.00135072
1000 - 1400 * -0.0104444 0.00135072
1200 - 1400 * 0.00255556 0.00135072

* indica una diferencia significativa
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ANEXO 11: Pruebas de multiple rangos para rendimiento (%) por tiempo (min), para el

método de extraccion de microondas libre de solvente

Método Tukey, nivel de confianza 95%

TIEMPO (min) | Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

20 9 0.00833333 | 0.000374056 |*
40 9 0.0583333 0.000374056 | %
60 9 0.0737778 0.000374056 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
20 - 40 * -0.05 0.00135072
20 - 60 * -0.0654444 0.00135072
40 - 60 * -0.0154444 0.00135072

* indica una diferencia significativa.

ANEXO 12: Datos de los rendimientos del aceite esencial de manzanilla extraido por

destilacion por arrastre con vapor a nivel laboratorio

Floreg Presion Tiempo | Aceite esencial | Rendimiento
manzanilla e . . 0
(an manometrica (min) obtenido (ml) (%)
(kg/cm?)
1 600 1000 60 0.2 0.033
1 600 1000 60 0.2 0.033
1 600 1000 60 0.18 0.029
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ANEXO 13: Prueba de comparacién de medias de los rendimientos de los métodos de

extraccion

Prueba estadistica T de Student, nivel de confianza 95%

Nivel Casos | Media Grupos Homogéneos
Destilacién por arrastre con vapor 3 0.032 |X
Microondas libre de solvente 3 0.081 | X
Contraste Sig. Diferencia
Destilacion por arrastre con vapor - Microondas libre de solvente | * -0.049
+/- Limites
0.0039265

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 14: Componentes quimicos del aceite esencial de manzanilla extraido por

microondas libre de solvente

Pico #R.Tiempo/Area% Nombre en inglés
1 1.663 [13.53 Solvents
2 3.721 | 0.00 Ethyl isobutyrate (Traces)
3 5.689 | 1.74 Ethyl 2-methylbutyrate
4 5.771 1 0.04 [Ethyl 3-methylbutyrate (Ethyl isovalerate)
5 8.390 | 0.10 .alpha.-Pinene
6 8.930 | 0.44 Propyl 2-methylbutyrate
7 9.193 | 0.03 Butyl isobutyrate
8 9.869 | 0.12 Sabinene
9 9.956 | 0.01 .beta.-Pinene
10 [ 10.208 | 0.01 1-Octen-3-ol
11 110412 10.44 6-Methyl-5-hepten-2-one
12 110,561 | 0.19 2-pentylfuran (2-Amylfuran)
13 | 10.758 | 0.07 cis-.beta.-Ocimene |
14 | 11.708 | 0.36 p-Cymene
15 [ 11.851 [ 0.72 Limonene
16 | 11.920 | 0.60 Eucalyptol (1,8-Cineole)
17 [ 12.205 [ 0.20 trans-.beta.-Ocimene
18 | 12.342 10.43 Butyl 2-methylbutyrate
19 [ 12578 [ 1.39 cis.-beta.-Ocimene 11
20 | 12917 1110 .gamma.-Terpinene
21 [ 13.000 [ 0.45 Artemisia ketone A (CAS:546-49-6)
22 | 13.097 | 4.67 trans-2-pentenal
23 | 13.321 | 0.09 trans-2-Octenol
24 113806 | 0.94 Artemisia alcohol CAS:27644 -04-8
25 [14.325 [0.10 Linalol
26 | 14.489 | 0.15 Isoamyl isovalerate
27 | 17597 | 0.05 Artemisia ketone B (CAS:546-49-6)
28 1 19.873 | 0.69 cis-3-Hexenyl valerate
29 | 20.119 [ 0.21 Hexyl isovalerate
30 | 20.242 | 0.27 trans-2-Hexenyl valerate
31 [ 21.287 [0.08 Methyl trans-2-nonenoate
32 | 25.063 | 5.89 .beta.-Elemene
33 | 26.533 [ 1.93 cis-.beta.-Farnesene
34 | 26.647 [13.18 .beta.-Caryophyliene
35 [ 27184 [ 411 Germacrene-D
36 | 27.282 | 1.02 .beta.-Selinene
37 127491 | 214 bicyclogermacrene
38 | 27.641 | 3.09 .alpha.-Farnesene
39 [ 28,550 [ 0.00 Nerolidol (Traces)
40 | 28.724 | 1.47 Caryophyllene oxide
41 [ 30579 112.18 .alpha.-Bisabolol oxide B
42 | 31.121 [20.60 .alpha.-Bisabolol
43 | 31.865 | 2.27 Chamazulene
44 | 32.081 | 2.88 .alpha.-Bisabolol oxide A
100.00
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ANEXO 15: Componentes quimicos del aceite esencial de manzanilla extraido por

destilacion por arrastre con vapor a nivel laboratorio

Pico #[R.Tiempol/Area% Nombre en inglés
1 1.635 [13.55 Solvents
2 3.792 1 0.00 Ethyl isobutyrate (Traces)
3 5.674 [0.11 Ethyl 2-methylbutyrate
4 5.763 | 0.02 |Ethyl 3-methylbutyrate (Ethyl isovalerate)
) 8.391 | 0.03 .alpha.-Pinene
6 8.926 | 0.08 Propyl 2-methylbutyrate
7 9.194 [ 0.01 Butyl isobutyrate
8 9.869 | 0.04 Sabinene
9 9.956 | 0.01 .beta,-Pinene
10 [ 10.134 | 0.00 1-octen-3-ol (Traces)
11 1 10.412 | 0.06 6-Methyl-5-hepten-2-one
12 [ 10.561 | 0.15 2-Pentylfuran (2-Amylfuran)
13 [ 10.757 10.03 cis-.beta.-Ocimene |
14 [ 11.701 [0.18 p-Cymene
15 ] 11.845 | 0.51 Limonene
16 | 11.914 | 0.06 Eucalyptol (1,8-Cineole)
17 112.203 |1 0.09 trans-.beta.-Ocimene
18 | 12.332 | 0.13 Butyl 2-methylbutyrate
19 | 12560 | 0.58 cis-.beta.-Ocimene 11
20 | 12,900 | 0.50 .gamma.-Terpinene
21 [13.030 | 2.38 Artemisia ketone A (CAS:546-49-6)
22 | 13.326 | 0.00 trans-2-Octenol (Traces)
23 | 13.772 | 0.11 Artemisia alcohol CAS:57590-19-9
24 114.308 [ 0.03 Linalol
25 | 14.476 | 0.09 Isoamyl isovalerate
26 | 17605 | 0.01 Artemisia ketone B (CAS:546-49-6)
27 119.863 | 0.39 cis-3-Hexenyl valerate
28 | 20.112 [ 0.11 Hexyl isovalerate
29 | 20.236 | 0.10 trans-2-Hexenyl valerate
30 | 21.286 | 0.02 Methyl trans-2-nonenoate
31 | 25.046 | 4.76 .beta.-Elemene
32 | 26525 [1.75 cis-.beta.-Famesene
33 [ 26.654 [17.47 .beta.-Caryophyllene
34 [ 27.189 [5.49 Germacrene-D
35 | 27.291 | 2.22 .beta.-Selinene
36 | 27.487 | 2.14 bicyclogermacrene
37 | 27.637 |2.99 .alpha.-Farnesene
38 [ 28.548 [ 0.43 Nerolidol
39 | 28727 | 1.77 Caryophyllene oxide
40 | 30.558 110.88 .alpha.-Bisabolol oxide B
41 | 31.121 [24.72 .alpha.-Bisabolol
42 | 31.880 | 4.46 Chamazulene
43 | 32.060 | 153 .alpha.-Bisabolol oxide A

100.00

93



ANEXO 16: Cromatograma de CG-MS muestra de aceite esencial de manzanilla extraido por microondas libre de solvente
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ANEXO 17: Cromatograma CGMS muestra de aceite esencial de manzanilla extraido mediante destilacion por

arrastre con vapor a nivel laboratorio
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