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Resumen

En el presente trabajo la semilla de Moringa fue el objeto de estudio, donde se hizo uso del
ultrasonido (US) para la extraccion del aceite que posteriormente se caracterizd, ademas se
observo el efecto del US en la harina residual; los resultados indican que la aplicacion del US
tiene ventajas sobre el método Soxhlet, la técnica se aplico a un tiempo de 5 15 y 30 min.,

siendo que para el primer valor se obtuvo casi el mismo rendimiento que al tiempo de 30 min.

El aceite obtenido se caracteriz6 mediante cromatografia en capa fina, con el analisis se
identifico la presencia del &cido oleico asi como del acido linolénico; estos resultados se

confirmaron con la aplicacion de la calorimetria diferencial de barrido modulada.

Para observar parte de los efectos del US en la harina residual, se hizo uso de la microscopia
electronica de barrido (SEM), donde dichos efectos fueron mas evidentes a tiempos mayores
de aplicacion, finalmente con la isoterma de sorcion y aplicacion del modelo de GAB, de
acuerdo a la capacidad de la harina con la adsorcion del agua en comparacion con la harina
sometida al método Soxhlet se determind que los efectos propios del US no son tan
significativos. Asi el US constituye una tecnologia de importancia en la extraccion de aceite de

semillas de Moringa.



Introduccion.

La Moringa es un arbol originario del norte de la India, todas sus partes son Utiles pero las
semillas son de importancia ya que contienen de un 30.8 % hasta un 32.8 % de aceite
comestible con un alto valor nutritivo, ademas el aceite tiene una composicion del 73 % en
acido oleico (Magafa, 2012). Para el desarrollo del presente trabajo se tomaron dos bloques
importantes: la obtencion del material de interés y la caracterizacion del mismo. Para la
obtencion existen diferentes técnicas, siendo la lixiviacion la indicada en el proceso de
extraccion esta consiste en la disolucion preferente de uno o mas componentes de una mezcla
solida por contacto con un disolvente liquido (Treybal, 1980). Los compuestos a lixiviar se
encuentran generalmente dentro de las células. Si las paredes celulares permanecen intactas
después de la exposicion a un disolvente entonces interviene la osmosis del soluto a través de

las paredes (Coulson y Richardson, 2003).

Ademas de las técnicas comunes de extraccion, en los Gltimos afios la implementacion o el
acoplamiento de nuevas tecnologias permite un mayor rendimiento, por ejemplo la aplicacion
del ultrasonido (US); su implementacion aumenta el rendimiento y la velocidad de
transferencia de masa (Shirsath, Sonawanw y Gogate, 2012). La eficacia del método se basa en
el fendmeno de cavitacion, un constante choque de ondas al material, esto deteriora
considerablemente la materia prima, en el trabajo los efectos ocasionados por la onda son de
importancia ya que nos pueden proporcionar informacién acerca de como actta el US a nivel
estructural, para observarlo se debe tener un acercamiento a las conformaciones del objeto de
estudio. Varias son las técnicas que nos permiten esto, entre las mas utilizadas en la
visualizacion de superficies de biomateriales, esta la Microscopia Electrénica de Barrido

(SEM), la cual ofrece imagenes de gran resolucion y profundidad de campo con una calidad



tridimensional. Esta técnica es muy utilizada en los andlisis de muestras generadas de los
estudios de degradacion acelerada (Lozano, et al. 2010), como en este caso particular para los

efectos del US en el material.

Para la parte de la caracterizacion del aceite, los analisis clasicos se basan en el indice de yodo,
de acidez, de saponificacion, de peroxidos y densidad, Sin embargo, existen otras técnicas
como la cromatografia de placa delgada, esta técnica resulta de gran utilidad para establecer
los componentes de una mezcla (Lorenzo, 2006). Ademas la calorimetria diferencial de barrido
modulada (MDSC), determina transiciones de fase en compuestos inorganicos, polimeros y
alimentos. Esta técnica se utiliza para detectar cambios endotérmicos o exotérmicos que
ocurren durante una medida dinamica en funcion de la temperatura, por lo cual se puede
establecer la presencia de los diferentes componentes en una muestra, para este caso el aceite
(Navarrete, et al. 1999). Cada una de estas técnicas ofrece diferentes valores acerca de las
caracteristicas del material, esta técnica nos permitira saber si las composiciones del aceite en
acidos grasos son afectados por el tiempo de aplicacién del US, de esta forma se puede obtener
un estudio mas general y puntual de la materia prima. En el siguiente estudio, con la aplicacion
de las técnicas antes mencionadas, se llevo a cabo el anlisis del aceite obtenido a partir de las
semillas de Moringa, determinando algunas de sus propiedades y de esta forma establecer las
caracteristicas del mismo, pero aun mas importante los efectos del ultrasonido como

tratamiento en el proceso de extraccion del aceite.
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Capitulo |
1.1 Moringa

1.1.1 Origen y antecedentes

La Moringa oleifera pertenece al género Moringaceae, tan solo este cuenta con 14 especies y la
M. oleifera es la mas ampliamente estudiada y utilizada, es comdnmente conocida como el
arbol de rabano picante, nativo de la India, desde donde ha sido introducido en muchos paises
calidos. El arbol es de crecimiento rapido, se extiende a una altura de 5-10 m incluso hasta los
15 m (Anwar y Bhanger, 2003); los frutos (vainas) son alrededor de 50 cm de largo, son muy
perecederos, no se pueden almacenar durante tiempos largos a condiciones ordinarias ya que el
deterioro microbiano empieza de los 8 a 10 dias después de su recoleccion. Las semillas
plenamente maduras y secas son redondas o de forma triangular como se observa en la Fig.

1.1., ademas el ndcleo esta rodeado por una envoltura arbolada con tres alas parecidas al papel.

en las

foliolo, -

/ g

$ 2

M 2
&

Figura 1.1.- Representacion de rama, hojas, vaina y semillas de M. oleifera (Olson y Fahey,
2011)

Muchas de sus propiedades le son adquiridas gracias a las semillas, por su alto contenido en
aceite, cuya composicion tiene mas del 70 % en acido oleico; esta caracteristica en especial
hace del aceite un potencial sustituto del aceite de oliva, aunque en general todas las partes del
arbol tienen un valor nutritivo para la alimentacidn, las hojas, frutos, flores y vainas inmaduras

este arbol se utilizan como un vegetal nutritivo (Singh, Negi y Radha, 2013) ya que la planta de
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Moringa contiene varios aminoacidos (Fenilalanina, Tirosina, Histidina, Isoleucina, Leucina,

lisina, etc.), &cidos grasos y vitaminas (Chuang, et al. 2007).

El intervalo natural de extension de este arbol es de Arabia a la India. Actualmente la Moringa
es comln en paises de todos los tropicos del mundo, del sur de Asia y Africa occidental. Es
mas visible en partes del este y sur de Africa. También se puede encontrar en huertos caseros
de muchas islas del Pacifico, desde Kiribati hasta las Marianas del norte (Padilla, Fraga y
Suarez, 2012).

En México el arbol ha llegado en forma de semillas desde Africa y la India, generalmente para
su cultivo en campos especializados; se encuentra abundantemente en los pueblos de toda la
costa del Pacifico, desde el sur de Sonora hasta Chiapas, incluyendo el sur de la peninsula de
Baja California (Olson y Fahey, 2011).

1.1.2 Composicion fisicoquimica y aspectos nutricionales

La M. oleifera posee cualidades nutricionales sobresalientes y esta considerada como uno de
los mejores vegetables perennes. Sus hojas contienen un alto valor nutritivo, y es comparada

con otros alimentos como se muestra a continuacion en la tabla 1.1.

Tabla 1.1.- Comparacion del contenido nutritivo de las hojas de moringa con
otros alimentos por cada 100 g de parte comestible.

Nutriente Moringa | Otros alimentos

Vitamina A (mg)| 1.130 Zanahorias: 315

Vitamina C (mg)| 220 Naranjas: 30
Calcio (mg)| 440 Leche de vaca: 120
Potasio  (mg) [ 259 Platanos: 88

Proteinas (mg) | 6,700 Leche de vaca: 3,200

(Magafia, 2012)
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Las hojas poseen un porcentaje mayor al 25% de proteinas, esto es tantas como el huevo, o el
doble que la leche; cuatro veces la cantidad de calcio que la leche, siete veces la cantidad de la
vitamina C de las naranjas, tres veces mas potasio que los platanos. También contiene
cantidades significativas de hierro, fosforo y otros elementos. Dificilmente se puede encontrar
un alimento mas completo, ademas el sabor es agradable y las hojas se pueden consumir frescas

0 preparadas de diferentes maneras (Magafia, 2012).

Las semillas contienen una cantidad considerable de aceite, el cual de acuerdo a sus cualidades
lo hacen apto para el consumo humano. La composicion de las semillas se observa en la tabla
1.2.

Tabla 1.2.- Composicion de las semillas de M. oleifera.

Caracteristicas (%) Valores obtenidos Valorles repozrtados
Humedad (%0) 7.9+1.00 Nd 4.1
Proteina cruda (%) 38.3£1.03 36.7 38.4
Grasas/aceites (%0) 30.8+2.19 417 347
Fibra cruda (%) 4.5+0.38 48 35
Cenizas (%) 6.5+0.15 38 32
Carbohidratos Tot. (%) 16.5 178 171

(Abdulkarim y Long, 2005).

Las semillas de Moringa son bajas en humedad lo que permite su conservacion por tiempos
prolongados a temperaturas bajas; un alto contenido en proteinas 38.3%. La concentracién de
un 35 a un 45 % de aceite y el bajo contenido de &cidos grasos poliinsaturados (< 1%) da una
notable estabilidad oxidativa al aceite. Esta estabilidad es mayor que la de otros aceites ricos
en acido oleico como el de oliva, girasol, carcamo, almendras y aceite de albaricoque (Ayerza,
2012).

1.1.3 Usos

La Moringa oleifera es una planta de usos mdaltiples, econdmicamente Gtil como fuente de

alimento, medicina natural, forraje animal, productos forestales, fertilizantes, etc. También le
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son atribuibles propiedades medicinales ya que todas las partes se han comparado
individualmente con otras plantas para el tratamiento de diversas enfermedades, exhibiendo
propiedades terapéuticas (Popoola y Obembe, 2013). Es una planta de maltiples usos, dentro de
los cuales también se encuentra la produccién de sustancias gomosas ya que estas se emplean
en importantes tipos de industrias, como la de alimentos, la farmacéutica, la cosmética y otras;
en la elaboracion de los més disimiles productos como: confites, derivados lacteos, alimentos
enlatados, bebidas gaseosas, productos dietéticos, emulsiones, tabletas, grageas, jarabes y
suspensiones, emulsiones y cremas, cintas pegantes, papel, tintas, pinturas, y telas (Peréz, et al.
2010).

Las hojas al caer sirven como abono verde, debido a que pueden proveer cantidades
importantes de nitrdgeno, estas constituyen uno de los forrajes mas completos que se tienen,
muy ricas en proteinas, vitaminas, minerales y con una palatabilidad excelente, las hojas son
avidamente consumidas por todo tipo de animales: Rumiantes, camellos, cerdos, aves, incluso

carpas, tilapias y otros peces herbivoros.

Las semillas exhiben la propiedad de coagulantes-floculantes naturales, que tienen uso
potencial en agua y tratamiento de aguas residuales para eliminar la turbidez y los lodos de las

mismas (Ganesan, et al. 2014).

Ademas presentan un contenido alto en aceite (31 - 47%), el cual esta compuesto en su mayoria
de &cido oleico, lo cual lo hace apto para el sector culinario. La torta de semilla contiene 60%
de proteina por lo que puede utilizarse como un suplemento proteico, elemento esencial para la

alimentacion en la época seca del ganado vacuno y ovino (Peréz, et al. 2010).
1.2 Extraccion de aceite

La separacion de los aceites y grasas a partir de productos oleaginosos animales (tejidos grasos)
y vegetales (semillas oleaginosas), constituye una rama propia y especializada de la tecnologia
de las grasas. La diversidad de caracteristicas de los distintos productos grasos da lugar también
a los distintos procedimientos de extraccion, tales como la fusion, el prensado y la extraccion
con disolvente. La extraccion de los aceites vegetales presenta mayores dificultades a

comparacion de las grasas, ya que las plantas y sobretodo las semillas oleaginosas, contienen
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considerables cantidades de productos solidos asociados con el aceite. Para separar eficazmente

el aceite de los solidos es necesario pulverizar cuidadosamente el material (Bailey, 1984).

La lixiviacion es una operacion donde los componentes de la fase sélida se separan por
disolucion selectiva de la parte soluble del sélido con un disolvente adecuado. El solido debe
estar finamente dividido para que el disolvente liquido pueda hacer un contacto mas complejo.
Por lo general, el componente deseable es soluble, mientras que el resto es insoluble (Orozco,
1996).

Si el soluto se encuentra uniformemente disperso en el sélido, se disolvera en primer lugar el
material proximo a la superficie, dejando una estructura porosa en el sélido residual. El
disolvente debe penetrar entonces en esta capa antes de alcanzar mas material soluble,
resultando el proceso cada vez mas dificil y disminuyendo la velocidad de extraccion (Coulson
y Richardson, 2003).

El método utilizado para la extraccién estard determinado por la proporcion del componente
soluble presente, su distribucion en el sélido, la naturaleza de dicho sélido y el tamafio de
particula. Esta operacion es utilizada en la obtencion de muchos productos orgénicos, por
ejemplo, el azlcar, los aceites vegétales a partir de las semillas, como la soya y el algodén

separado por solventes organicos.
1.2.1 Criomolienda

El objetivo de la molienda es obtener material en polvo con tamafios de particula mas
pequefios, con atributos de buena calidad como la uniformidad, conservacién de los
micronutrientes y reduccion de aceites volatiles (Murthy y Bhattacharya, 2008). Es una
operacion poco eficiente, ya que sélo el 1 % de la energia impartida se utiliza en el material
para crear nuevas areas de superficie o en el debilitamiento de los enlaces entre las particulas y
el 99 % restante de la energia es disipada en forma de calor y otras formas de energia como en
el aumento de la temperatura del producto molido.

La mayor parte de las dificultades presentes en la molienda convencional se pueden evitar
mediante el uso de nitrogeno liquido, las ventajas principales de la criomolienda son: mayor

reduccién de tamafio debido a la fragilidad y molienda fina de materiales dificiles, una mayor
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dispersion, reduccién de la pérdida de aceites volatiles, un mayor rendimiento y menor

consumo de energia de molienda (Manohar y Sridhar, 2001).

Esta técnica a baja temperatura mantiene fragil el material durante el proceso, esto ayuda a
conseguir que el tamafio de particula del producto final sea més fino, aumentando el &rea
superficial. Este aumento genera mas biodisponibilidad de muchos otros compuestos tales
como proteinas y componentes aromatizantes. El material se fractura por la accion del
movimiento mecanico de las piezas en la maquina y en un principio el estrés generado por la

molienda es absorbido internamente por el material, como energia de deformacion.

Cuando la energia de deformacion local supera un nivel critico que es una funcién del material,
se produce la fractura a lo largo de las lineas de debilidad y la energia almacenada se libera.
Una parte de la energia se emplea en la creacion de la nueva superficie, pero la mayor parte de
ella se disipa en forma de calor. EI tiempo también juega un papel importante en el proceso de
molienda ya que el material llega a un didmetro de particula mas uniforme durante periodos

mas largos de aplicacion (Murlidhar y Goswami, 2013).

La implementacién de la criomolienda es esencial para asegurar una mezcla adecuada de los
nutrientes y aumentar la disponibilidad de los mismos presentes en los alimentos, entre mas
energia se aplique, mas fino sera el tamafio de particula de los productos acabados. Después de

la reduccion de tamafio el material se clasifica o0 agrupa de acuerdo a su didmetro de particula.
1.3 Transferencia de masa y fendmenos de transporte

La transferencia de masa es el movimiento de las moléculas de una especie dada dentro de una
sola fase, siempre se difunden de las regiones de concentracion alta a las regiones de
concentracion baja (Scott, 2001); el gradiente de concentracion proporciona el potencial de
impulso para el transporte de esas especies 0 componentes (Incropera y Witt, 1999). Cuando un
sistema contiene dos 0 mas componentes cuyas concentraciones varian de un punto a otro,
presenta una tendencia natural a transferir la masa, haciendo minimas las diferencias de

concentracion dentro del sistema.
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El mecanismo de transferencia depende de la dindmica del sistema, ya sea por medio del
movimiento de las moléculas en los fluidos en reposo o que puede transferirse de una superficie

a un fluido en movimiento, ayudado por las caracteristicas dinamicas del flujo (Ullauri, 2010).

La transferencia de masa involucra un grupo de operaciones en ocasiones para la separacion de
componentes de mezclas, desde una fase homogénea a otra. Contrariamente a las separaciones
puramente mecanicas, estos métodos ocupan diferencias en la presién de vapor o la solubilidad,
en vez del tamafio o la densidad de las particulas. Estos métodos incluyen técnicas tales como
destilacion, absorcion de gases, des humidificacion, extraccion liquido-liquido, lixiviacion,

cristalizacion, asi como muchas otras (McCabe,  Smith y Harriott, 1991).

Dentro de los diferentes métodos se presentan los fendmenos de transporte, conocidos como
procesos de transferencia, en los que se establece el movimiento de una propiedad (masa,
momento 0 energia) en una o varias direcciones bajo la accion de una fuerza impulsora. El
mecanismo de la transferencia de masa, depende de la dindmica del sistema en que se lleva a

cabo. Hay dos modos de transferencia de masa:

1. Convectiva: La masa puede transferirse debido al movimiento global del fluido. Puede

ocurrir gue el movimiento se efectle en régimen laminar o turbulento.

2. Molecular o difusién ordinaria: Puede definirse como la transferencia (o desplazamiento) de
moléculas a través de un fluido por medio de desplazamientos individuales y desordenados de
las mismas, debido a una diferencia de concentraciones. La difusion puede ocurrir en sistemas

de fluidos sin movimiento aparente o en fluidos que se estdn moviendo.

En la Fig. 1.2., se ilustra la trayectoria desordenada que la molécula “A” puede seguir al
difundirse del punto (1) al (2) a través de las moléculas de “B”. Si hay un nimero mayor de
moléculas de “A” cerca del punto (1) con respecto al punto (2), entonces, y puesto que las
moléculas se difunden de manera desordenada, en ambas direcciones, habrd mas moléculas de
“A” difundiéndose de (1) a (2) que dé (2) a (2).
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Figura 1.2.- Diagrama esquematico del proceso de difusién molecular (Masciarelli, 2012)

Puesto que las moléculas se desplazan en trayectorias al azar, la difusion molecular a veces se
[lama también proceso con trayectoria aleatoria. Aunque la causa habitual de difusion es un
gradiente de concentracién, la difusion también puede ser originada por un gradiente de
presion, por un gradiente de temperatura o por la aplicacion de una fuerza externa como en el

caso de una centrifuga (Masciarelli, 2012).

El transporte de masa en liquidos y s6lidos se origina generalmente debido a una combinacion
de conveccion (movilizacion de fluido) y difusion. En los sélidos, estos movimientos atomicos
quedan restringidos (no existe conveccion), debido a los enlaces que mantienen los atomos en
las posiciones de equilibrio, por lo cual el Unico mecanismo de transporte de masa es la
difusion. Sin embargo las vibraciones térmicas que tienen lugar en solidos permiten que
algunos atomos se muevan. La difusion de éstos en metales y aleaciones es particularmente
importante si consideramos el hecho de que la mayor parte de las reacciones en estado sélido
Ilevan consigo movimientos atdbmicos; como ejemplo se pueden citar la formacion de nucleos y
crecimiento de nuevos granos en la recristianizacion de un metal trabajado en frio y la

precipitacion de una segunda fase a partir de una solucion sélida (Berrocal, 2011).

[Escriba texto] Pagina 8



1.3.1 Diagrama triangular y balance de masa por contacto sencillo

La extraccion sélido-liquido por contacto sencillo se trata de una operacion en una sola etapa
gue consiste en poner en contacto intimo toda la alimentacion con todo el disolvente a emplear,
separando después la disolucion formada del solido inerte con la disolucion retenida. La

representacion de dicha operacion se observa en la Fig. 1.3.

Contacto sencillo: . .
Flujo superior, E;,

Alimentacion, Fo, Xo Y,

Disolvente, Do, Y, Flujo inferior, Ry, X;

Figura 1.3. Diagrama representativo para una etapa de extraccion, con los
diferentes flujos y condiciones (Ibarz y Cénovas, 2005)

Las composiciones de los flujos inferior y superior se representan en las coordenadas X ey,
respectivamente. La representacion de las diferentes corrientes sobre el diagrama triangular se

indica en la Fig. 1.4.

Ei Y1

Ri

I F, %o S

Figura 1.4.- Diagrama triangular representativo de
las diferentes corrientes en el proceso de lixiviacion.
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Por aplicacion de balance de materia resulta:

F0+DO=M=E1+R1 (11)

FOX0 + DOYO = MXM = E]_Yl + R1X1 (12)
_ FoXo

XM)p = - (1.3)

De donde:

1. Fo = Alimento

2. Do = Disolvente

3. M = Mezcla

4. E; = Extracto (compuesto principalmente por solvente y soluto)

5. R: = Refinado (compuesto principalmente de inerte con fracciones de soluto y solvente)
6. Xo, Xm Y Yo = Fracciones del soluto en las corrientes

Aplicando el balance de materia se obtiene el valor de la abscisa para el punto de mezcla M.
Por otra parte, como este punto se encuentra en la recta FD, queda perfectamente localizado
(Treybal, 1980), una vez situado el punto M, las composiciones de extracto y refinado se
obtendran al trazar la recta de reparto (recta vertical) que pasa por M, sobre el eje de las
abscisas se obtiene la composicion del extracto; mientras que sobre la curva de retencion se
obtiene la composicion de la fase de refinado. Una consideracion es que al estar en equilibrio la

solucion de extracto con la retenida por el sélido inerte se cumple que Xr1 = Y1 (no siempre).

Una vez obtenidas las composiciones de las fases extracto y refinado, las cantidades
correspondientes a estas fases se obtienen a partir de los balances de materia. En el caso que el
disolvente sea puro se cumplira que N= Yp = 0. Es decir, el punto representativo de la corriente
del disolvente es el origen de coordenadas. Si el disolvente no es puro, dicho punto se
encontrara en el interior del diagrama. Este método gréafico sirve para resolver algunos tipos de

problema que se plantee, en un contacto sencillo tnico (Ibarz y Canovas, 2005).
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1.4 Ultrasonido (US)

El ultrasonido es una forma de energia que viaja en ondas de sonido iguales o mayores a 20000
vibraciones por segundo; es una tecnologia que asiste o ayuda en la modificacion de procesos o
mejora de los existentes (Ozuna y Martinez, 2012), que se ha desarrollado para minimizar el
procesamiento, maximizar la calidad y garantizar la calidad de los productos alimenticios. Se
aplica para impartir efectos positivos en el procesamiento de alimentos tales como la mejora de
la transferencia de masa, conservacion del alimento, tratamientos térmicos asistidos y la

manipulacion de la textura asi como en el analisis de los alimentos (Awad, et al. 2012).

La utilizacion del US en la tecnologia de alimentos para su procesamiento, conservacion y
extraccion es un sistema que ha evolucionado para mantener el continuo desarrollo. El
ultrasonido genera fendmenos fisicos y quimicos que son fundamentalmente diferentes en
comparacion con los aplicados en la extraccion convencional de procesamiento o de técnicas de

preservacion.

El ultrasonido ofrece una red de ventajas en términos de productividad, rendimiento y
selectividad, con una mejora en el tiempo de procesamiento, mejora en la calidad, reduccion de
peligros fisicos y quimicos, y es amigable con productos alimenticios (Chemat, Huma y Khan,
2011). La aplicacidn del ultrasonido, resultado de la sonicacion, es la cavitacion o la formacion
y colapso de burbujas microscopicas que pueden liberar enormes cantidades de energia en

forma de calor, presion y cizallamiento mecéanico (Corrales, et al, 2008).

La extraccion por US es una técnica sencilla para la recuperacion de diferentes compuestos, en
la extraccion de aceites, la intensidad y potencia crea una vibracion extra en las moléculas de
las muestras y de esta forma facilita la recuperacién de los compuestos de interés; por lo tanto,
su alto rendimiento y corto tiempo de aplicacién junto con la poca cantidad de disolvente, son

grandes ventajas frente a otras técnicas de extraccion (Samaram, et al. 2015).

La manera en la que el US actua en este proceso se observa en la Fig. 1.5 de esta forma las
estructuras internas propias del material se ven obligadas a la entrada libre del solvente, este se
difunde a través del material y disuelve el aceite, después la mezcla se difunde hacia la

superficie y finalmente se drena a través de la capa de solidos (Grasso, 2013).
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Fig. 1.5.- Mecanismo de la cavitacion, difusion del disolvente en la estructura celular,
disolucidn del aceite y extraccion (Shirsath, Sonawane y Gogate, 2012; Grasso, 2013).

La mayor tasa de extraccion se atribuye a la disrupcién de las estructuras celulares y al aumento
en la accesibilidad del disolvente a la estructura interna de la particula, lo que mejora la

difusividad intraparticulas (Qiang, et al. 2010).

1.5 Caracterizacion del aceite

1.5.1 Cromatografia de capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina es una técnica de separacion, en la que la fase estacionaria esta
sobre un plano formando una capa de particulas sélidas extendida sobre un soporte, tal como

una placa de vidrio o aluminio (Thin Layer Chromatography, TLC).

La muestra es aplicada en puntos o en banda, para posteriormente ser eluida dentro de un
tanque cromatogréfico, de esta forma se realiza la separaciébn de muestra con una
instrumentacién muy simple, ademéas de ser Gtil cuando se analizan muestras “sucias” sin
ninguna limpieza anterior (Kreisberger, et al. 2015); en la Fig. 1.6 se tiene la forma de

aplicacion.
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Figura 1.6.- Procedimiento de aplicacion de la cromatografia en capa fina. (Martinez, et al. 2008)
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Dentro del sistema cromatografico existen dos partes fundamentales, uno es la fase estacionaria
(adsorbente) que puede ser un sélido, un gel o un liquido. Si es un liquido, puede estar
distribuido en un solido, el cual puede o no contribuir al proceso de separacion. El liquido
puede también estar quimicamente unido al sélido (fase ligada) o inmovilizado sobre él (fase
inmovilizada), y la fase movil (eluente) es el fluido (solvente o mezcla de solventes) que se
filtra a través o a lo largo del lecho estacionario (fase estacionaria), en una direccion definida.

Cuando se utiliza un liquido como fase movil, se escoge la mejor combinacién de solventes
miscibles para una buena separacion cromatografica de una muestra en sus componentes
(Martinez, et al. 2008). Si los componentes de la muestra (manchas) no son coloreados, se
requiere de métodos que nos permitan visualizar los componente presentes. Este procedimiento

también se conoce como “revelado de la placa”.

Una forma de detectar e identificar estas manchas es mediante el uso de reveladores, o
sustancias que pulverizadas sobre el cromatograma desarrollado, originan una coloracion
especifica sobre algunas de las manchas, debido a que el revelador es una sustancia quimica
que reacciona especificamente sobre algunos componentes, originando un color visible
caracteristico. El reactivo de Gibbs, &cido sulfdrico, vainillina, etc., son algunas de las
sustancias que se pueden emplear como reveladores en los cromatogramas de aceites esenciales
(Ortufio, 2006). Otro ejemplo son los vapores de yodo, los cuales en contacto con la placa tifien
de marrén o amarillo las manchas correspondientes de las sustancias presentes en la placa

(Lamarque, et al. 2008).
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En los lipidos el TLC es de las técnicas mas empleadas en la separacion de sus componentes, es
una forma de cromatografia de adsorcién solido-liquido, utilizado para el andlisis rapido de
pequefias cantidades de muestras, para el control y seguimiento de las separaciones que se
producen (Ocampo, et al. 2008), ya que los lipidos se componen de sustancias polares y no
polares haciendo que los mas polares queden a una altura superior que los menos polares dentro
de la placa, siendo de esta forma la separacion por la migracién diferencial (Macarulla y Gofii,
1994) y (Sharapin, 2000). Este método es ampliamente aplicado a varios tipos de muestras por

su facilidad y costo, se ha aplicado con éxito en el analisis de lipidos (Tao y Feng, 2014).

1.5.2 Calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC)

La calorimetria mide el diferencial de calentamiento entre una muestra y un material de
referencia; como su temperatura es variada en un intervalo de interés, determina directamente
las propiedades termodinamicas de la muestra. Es uno de los métodos mas ampliamente
aplicables, el MDSC se ha utilizado para caracterizar una amplia variedad de interacciones
biomoleculares y transiciones conformacionales (Wang vy Lin, 2013). EI MDSC tiene la
capacidad de separar los fendmenos fisicos a través del flujo de calor reversible y no reversible,
para la investigacion de sistemas vitreos, el flujo de calor no reversible es una medida de la
relajacion estructural. EI componente de inversion de la sefial de flujo de calor se puede utilizar
para determinar una temperatura de transicion de modulacion dependiente, mientras que el
flujo de calor no reversible ha sido ampliamente utilizado en el estudio de fases intermedias y

otros sistemas (Guo, et al. 2012).

La calorimetria diferencial de barrido modulada es una técnica relativamente reciente. Se ha
demostrado que con esta técnica se tiene la medicién mas precisa de la capacidad calorifica,
separacion de transiciones térmicas y la identificacién de eventos térmicos (Vivienne, Duncan,
y Liam, 1998). En la Figura 1.7, se muestra la forma general de un termograma para un
polimero semicristalino tipico, que ha sido enfriado rapidamente hasta una temperatura inferior
a su temperatura de transicion (Tg), obteniéndose después el termograma a una cierta velocidad

de calentamiento.
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Figura 1.7.- Termograma para un polimero semicristalino tipico (Llorente y Horta, 1991)

Al llegar a la transicion vitrea comienzan ya a tener lugar movimientos de segmentos de las
cadenas del polimero. La capacidad calorifica de este estado es diferente del correspondiente al
estado vitreo, teniendo lugar un salto en Cp a la temperatura de transicion vitrea, Tg. Desde un
punto de vista termodindmico, la transicion vitrea, puede considerarse como una transicién de
segundo orden. Al calentar lentamente el polimero por encima de su Tg, las cadenas tienen ya
suficiente movilidad para cristalizar a temperaturas por debajo de su punto de fusion. El

proceso de cristalizacidn es un proceso exotérmico, manifestandose en el termograma mediante

un pico.

El proceso de fusion que ocurre al seguir aumentando la temperatura da lugar a un pico
endotérmico a la temperatura maxima (Tm). Al igual que la cristalizacién, la fusion es una
transicion termodinamica de primer orden. A temperaturas muy altas tiene lugar la degradacion
del polimero. El termograma indicado en la Figura 1.7 es un caso ideal ya que existen
numerosos factores que alteran la forma de las diferentes transiciones. Una caracteristica
general de las mismas es que no ocurren a una temperatura fija, sino que cubren un amplio
intervalo de temperaturas. Esto es debido a la naturaleza irregular de los sistemas poliméricos:

polidispersidad, distinto tamafio de cristales, en el caso de los aceites polimorfismo (Llorente y

Horta, 1991)
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En el sector de los aceites esta técnica viene utilizdndose desde hace varias décadas ya que el
perfil térmico obtenido mediante calorimetria diferencial de barrido, esta relacionado con
muchas propiedades fisicas y quimicas de estos productos, dentro de sus aplicaciones se puede
destacar la caracterizacion de los perfiles térmicos de diferentes aceites de semillas, la
determinacion de componentes polares en aceites sometidos a altas temperaturas y la

determinacion de la procedencia de las diferentes muestras (Marquez y Maza, 2003).
1.5.2.1 Transicion de fase en lipidos

Dentro de las grasas y aceites vegetales comestibles se tienen como componentes principales
los triglicéridos (TG), que se forman por la reaccion de la condensacion de glicerol y &cidos
grasos, acilgliceroles parciales (mono y diacilgliceroles) y acidos grasos libres (AGL), ademas
estan normalmente presentes como compuestos de menor importancia rastros de fosfolipidos,
esteroles, tocoferoles, vitaminas y otros colorantes como carotenos y clorofilas. La mayoria de
los aceites vegetables naturales son mezclas complejas de muchos triglicéridos diferentes, y su
composicion exacta varia ain mas de acuerdo a la fuente especifica (Belting, et al. 2014). Las
funciones de las moléculas lipidicas se resume basicamente en lo que se refiere, a su capacidad
de formar agregados cristalinos y de interactuar con otros componentes tales como proteinas
(lipoproteinas, con gran capacidad de dispersién y de emulsion) e hidratos de carbono (incluso

en la molécula de almidon).

En estado liquido, las interacciones entre moléculas son muy débiles y adoptan un estado
desordenado; en funcion de la cantidad de solidos de la grasa, esta adquiere la caracteristica de
fragil, pléstica o aceitosa (Riera, Salcedo y Alegret. 2004). A bajas temperaturas, los lipidos se
encuentran en un estado de gel cristalino, estructura mas bien rigida, donde su movilidad esta
restringida. Al aumentar la temperatura se produce una pretransicion de fase que tiene que ver
con el aumento en la movilidad rotacional de las cabezas lipidicas. A mayores temperaturas

tiene lugar una transicion en la movilidad de las colas de los fosfolipidos (Fernandez, 2007).

Estas caracteristicas propias de los lipidos se deben basicamente a que en sus moléculas se
encuentra una zona no polar, representada por las cadenas alifaticas de los acidos grasos y de
otras con mayor o menor grado de polaridad. Cabe destacar que las cadenas interaccionan

entre si mediante fuerzas de Van der Waals gracias a las cuales, las moléculas lipidicas (acidos
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grasos, acilgliceroles, fosfolipidos) pueden formar diferentes tipos de estructuras cristalinas
capaces de manifestar el fendmeno de polimorfismo en funcién de la composicion en acidos
grasos, de su composicion en acilglicerol y de las condiciones de cristalizacion (temperaturas

aplicadas y condiciones mecanicas) (Riera, Salcedo y Alegret. 2004).

Las transiciones de fase en los lipidos se ven afectados por la composicion del mismo por lo
que a aumentar o disminuir la temperatura, los arreglos entre moléculas varian dando diferentes
estructuras conformacionales, teniendo como resultado cambios en intervalos de temperatura
conocidos. Estos cambios tan particulares entre las diferentes composiciones son de gran ayuda
en la caracterizacion de los aceites, para poder establecer de forma mas concreta la

composicion del mismo.

1.6 Harina residual

Para tener un estudio méas amplio de los efectos propios del US se tiene la obtencion de la

isoterma de sorcién y el ajuste de la isoterma segun el modelo de GAB.
1.6.1 Isoterma de sorcion de agua

Una isoterma de sorcion es una curva que describe, para una temperatura dada, la relacion de
equilibrio entre la cantidad de agua absorbida por los componentes del alimento y la presién de
vapor o humedad relativa; en la Fig. 1.8 se observa la representacion tipica de la isoterma de
sorcion del agua. Esta representacion se basa en que para una temperatura dada, el agua tiene
siempre la misma presion de vapor (Gutiérrez, 2000). Su determinacién se puede realizar
mediante un método isopiéstico el cual consiste en equilibrar las muestras con soluciones
sobresaturadas de sales con aw conocido a las temperaturas estudiadas (Barreiro y Sandoval,
2006).

Las isotermas tienen una utilidad con fines basicos que involucran informacién relacionada con
la cantidad de agua ligada, a través de la determinacion del contenido de humedad de la capa
monomolecular (monocapa) y la fuerza con la que esta ligada esa agua (Ramirez, et al, 2014).
Es una forma adecuada de analizar el grado de interaccion del agua con el sustrato, siendo una

manera muy Util de enfocar el estudio de la hidratacion de alimentos sélidos. En la Fig. 1.8 esta
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representada la actividad de agua del alimento, eje de las X, en el eje de las Y esta representado

el contenido de humedad en equilibrio, en base seca del alimento, a cierta temperatura.

g H:O
gms [ A —=>|< B = |—
Contenido
ACUOSO
Desoreion
Adsorcion
0.25 .50 0,75 1.0

Actividad de agua (96 de hwmedad relativa)

Figura 1.8.- Isoterma de adsorcion y desorcion para un alimento (Gutiérrez, 2000).

La zona A corresponde a las actividades comprendidas entre 0-0.2 (agua monocapa)
La zona B corresponde a las actividades comprendidas entre 0.2-0.8 (Agua multicapa)

La zona C corresponde a las actividades comprendidas entre 0.8-1 (Agua no ligada)

La isoterma de sorcidn permite conocer el contenido de humedad de equilibrio en un alimento

que se halla expuesto a un ambiente de humedad relativa y temperatura conocidas. En la Fig.
1.9 se presentan las isotermas segn Brunnauer, Deming y Teller.

[Escriba texto] Pagina 18



H20 %

H20 % H20 %

V
Z

Figura 1.9. Tipos de isotermas de adsorcion de agua (Trejo, 2015).

El tipo 1 corresponde a la isoterma de Lagmuir que describe la adsorcién monomolecular de
gas sobre sélido poroso. El tipo 2 es la isoterma conocida como sigmoide caracteristica de
productos solubles, muestra una tendencia asintotica conforme la actividad de agua se acerca a
la unidad. La isoterma tipo 3 o de Flory-Huggings se encuentra en la adsorcion de un

disolvente o plastificante como el glicerol.

El tipo 4 muestra la adsorcion por un sélido hidrofilo “hinchable”, hasta que se alcanza el
maximo de sitios de hidratacion. Finalmente el tipo 5 llamado isoterma BET (por Brunauer,
Emmett y Teller) que representa la adsorcion multimolecular observada en la adsorcion de
vapor de agua sobre carbono. Las isotermas mas frecuentes en alimentos son el 1l y IV (Trejo,
2015).

Si bien son muchas las ecuaciones presentadas para relacionar el contenido de humedad vy la
humedad relativa en el equilibrio, son pocas las que tienen un significado fisico y relacionan el
contenido de humedad de equilibrio con la temperatura; ejemplo de esto es la ecuacion de GAB
que surge como una modificacion de la ecuacion de BET (Valderrama, 1998).
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De la gran variedad de modelos utilizados en la literatura para describir la relacion ente la
presion de equilibrio del gas y la cantidad adsorbida a temperatura constante durante los
fendmenos de adsorcién de multiples capas, Brunauer-Emmett-Teller (BET) y la extension

conocido como Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) son ampliamente utilizados.

Como se trata de adsorcion de humedad, el contenido de la misma se expresa habitualmente en

términos de cantidad de agua por cantidad de adsorbente:

P
aw = o5 (4)

Donde:

P =es la presién de vapor de agua ejercida por el material alimenticio

P% = es la presion de vapor del agua pura a la temperatura del experimento.

La isoterma de adsorcion BET es uno de los modelos clésicos de adsorcion de multiples capas,
expresa la cantidad de humedad de equilibrio (we), en términos de actividad de agua (aw)
(Rodriguez y Fidalgo, 2007).

Brunauer, Emmett y Teller (BET), basados en el modelo cinético de Lagmuir desarrollaron en

1938 la siguiente ecuacion, Gtil para un gran nimero de alimentos con baja aw (0.05-0.45):

W*Cx ay
(1-aw)[1+(C-1))aw]

W, = ©)

Donde:

W, = humedad de equilibrio.

W,=humedad del producto correspondiente a la capa monomolecular de agua adsorbida (en
las mismas unidades de W,).

C= constante caracteristica del material, relacionada con el calor desprendido en el proceso de
sorcion.

El modelo de BET es una herramienta muy Util para el analisis de isotermas de sorcion y en
particular de adsorcion de agua en alimentos. No obstante la ecuacién 4 se desvia de la
linealidad cuando aw es superior a 0.3-0.5. Esto es debido, fundamentalmente, a que a partir de
esos niveles de aw, los fendmenos que describen mayoritariamente las interacciones del agua en

el alimento no son de sorcion, sino mas bien del tipo soluto-disolvente y el agua empieza a

[Escriba texto] Pagina 20



estar presente en el sistema movilizando los solutos en forma de base liquida (Miranda, 2012).

Debido a estas limitaciones se tiene el modelo de GAB.

Guggenheim, Anderson y Boer (GAB) desarrollaron en la década de los 60, un modelo
semiempirico con tres pardmetros para la adsorcion de materiales considerando la presencia de
multicapas; este modelo se ajusta adecuadamente en el intervalo completo de aw para muchos

alimentos y viene a constituir una extension de la ecuacion de BET:

Generalmente el modelo de GAB se utiliza de forma independiente para cada temperatura;
genera un conjunto de valores para C, Xm y K estimadas a partir de los datos experimentales
para cada condicion de temperatura, donde Xm es el contenido de humedad de la monocapa,
expresada en base seca, C es una constante energética también llamada constante de
Guggenheim y K es un pardmetro que tiene en cuenta la diferencia de potencial quimico entre

el agua de multiples capas y en el alimento (Staudt, et al. 2013).

Wo*CxKxay,

W, = (5)

€ " (1-Kxay)[1+(C—1)*K* ay]

Donde:

W, = humedad de equilibrio.

W, =humedad del producto correspondiente a una capa monomolecular de agua adsorbida (en
las mismas unidades de W,).

C= constante caracteristica del material, relacionada con el calor desprendido en el proceso de
sorcion.

K= factor de correccién relacionado con el calor de sorcion de la multicapa.

La ecuacién de GAB se ha encontrado adecuada para representar datos experimentales en un
amplio intervalo de actividad de agua (0.10 - 0.9 Aw) esto es de interés practico para la
mayoria de los alimentos, , es fundamental para la caracterizacion de agua de sorcion de los
materiales alimenticios (Realpe, 2003), permite obtener informacion relacionada con la
afinidad del material de estudio con el agua, la espontaneidad de los procesos de adsorcion y
desorcion (Ceballos, Giraldo y Orrego 2009), ademas del agua ligada (como resultado de la
interaccién con grupos idnicos, hidréfilos mediante puentes hidrégeno o apolares e

hidrataciones hidrofobicas) con el material alimenticio (Riera, salcedo y alegret 2004).
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1.6.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Esta técnica se utiliza para examinar y registrar la topografia de la superficie de una muestra a
una resolucion significativamente mas alta que la que se puede conseguir mediante microscopia
oOptica. Es un instrumento versatil y puede proporcionar informacion estructural significativa
sobre la superficie de muchos especimenes (Paredes, 2014). Esta tecnologia se basa en que los
electrones emitidos por un catodo de tungsteno pasa a través de una columna en la cual
previamente se realizé un vacio de alrededor de 107 Torr. En ella, el haz inicial es concentrado
por una serie de lentes electromagnéticas (condensadora, objetivo) desde unos 25.000-50.000

nm hasta unos 10 nm; es decir, su didmetro va disminuyendo hasta hacerse casi puntual.

El haz electrénico es desplazado sobre toda la superficie de la muestra a modo de pincel que
iria barriendo la muestra con continuas idas y venidas, en la interaccion del haz electrénico con
la superficie se producen electrones (e) secundarios que, tras ser captados por un detector, son
hechos incidir sobre un “centellador”, donde cada (e ) dara origen a varios fotones, estos son
dirigidos hasta un fotomultiplicador a través del cafidén de luz, una vez ahi cada uno originara
fotoelectrones y a través de una serie de dinodos con diferencias de potencia produce, mediante
un efecto de cascada, gran cantidad de (e” ) secundarios. Los (e) secundarios finalmente son
dirigidos hacia un tubo semejante a un osciloscopio de rayos catddicos sobre cuya pantalla se

producira la imagen (Piqueras y Faura, 2015).

Los principales requerimientos que deben presentar las muestras para ser observadas mediante
MEB son: ser compatible con operaciones bajo vacio y ser un conductor eléctrico. En el caso
de las muestras no conductoras se tiene que realizar un recubrimiento con oro o carbon
mediante la técnica de espolvoreado catddico hasta lograr una capa conductora fina entre 10 y
40 pum. Esta técnica es muy utilizada en los andlisis de muestras generadas de los estudios de
degradacion acelerada (Lozano, et al, 2010). ElI microscopio electronico de barrido se ha
utilizado en la evaluacion del dafio provocado a material degradado (harina) por diversas
variables como lo es la temperatura, utilizacion de diferentes enzimas, material fermentado y
diversas reacciones. En este caso en particular se emple6 para estudiar los efectos que imparte
la implementacion del US, ya que su efecto basico de cavitacién, genera gran impacto en las

estructuras de la semilla dependiendo del tiempo de aplicacion.
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Capitulo 11

Metodologia experimental

Objetivo general:
Evaluacion del efecto de la aplicacion de US en la extraccion de aceite de Moringa a partir del
rendimiento y caracterizacion, asi como en harina mediante el modelo de GAB para analizar el

potencial de uso como tratamiento.

Objetivo particular 1:
Evaluacion del efecto del US sobre el rendimiento de extraccion de aceite y su efecto sobre la
harina residual

e Variable independiente: Tiempo de aplicacion de US 'y frecuencia.

e Variable dependiente: Cantidad de aceite extraido.

e Variable de respuesta: Rendimiento %, afectacion a la pared celular.
Niveles de variacion:
e Tiempo (5, 15, 30min.)

Hipétesis:

Al llevar a cabo la extraccion de aceite por ultrasonido a lo largo del proceso, se tiene el
fendmeno de cavitacion aumentando la transferencia de masa y por lo tanto a un tiempo mayor
de aplicacion del US se tendra el mayor rendimiento de extraccion y cambio en estructura de la

harina residual.

Objetivo particular 2:
Caracterizacion del aceite de Moringa mediante la determinacion de algunos de sus
componentes con la aplicacion de TLC y MDSC para evaluar la efectividad del US en la

extraccion de los componentes de interés.
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Objetivo particular 3:
Aplicacion del modelo de GAB mediante la elaboracion de la curva de sorcion para la
determinacion en harina residual (semilla de Moringa), del efecto ocasionado por el US en los

enlaces proteina-agua a nivel de monocapa.

Hipétesis:

Dentro de los diferentes pardmetros obtenidos a partir de la ecuacion de GAB, el calor de
adsorcion de Guggenheim (C) nos da informacion acerca de la energia necesaria para que el
agua se ligue a la superficie del alimento por lo tanto el valor de C sera mayor en el US por los
efectos propios del método (cavitacion) sobre los diferentes grupos polares de los componentes
en la harina residual, que para el método Soxhlet.

El aceite de Moringa se obtuvo por extraccion con disolvente mediante el ultrasonido (US) a
diferentes tiempos, la materia extraida se caracterizo y se observo el efecto del US en la harina
residual. Por tales motivos en el desarrollo metodoldgico para la resolucion del problema, la
aplicacion del US es la base para el cumplimiento de los diferentes objetivos. El desarrollo se

muestra a continuacion.
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Descripcion de actividades experimentales

2.1 Actividades preliminares

Se trabajo con Semillas de Moringa procedentes del estado de Sinaloa y Morelos, se les retiro
la envoltura arbolada, para la determinacion de la humedad y en la extraccion mediante US se

criomolieron y para el perfil térmico se utilizaron intactas.

2.1.1 Determinacion de Humedad

La determinacion de la humedad (%) se realizd por el método de estufa de acuerdo a la norma
mexicana NMX-F083-1986.

Para la determinacion del % de humedad se empled la siguiente ecuacion:

(43)- (42)

% H =
% H (A1)

x 100 2.1)

Donde:

% H: Porcentaje de humedad de la muestra.

(Al): Peso de la muestra (g).

(A2): Peso del recipiente con la muestra seca (g).

(A3): Peso del recipiente con la muestra himeda (g).

Para el analisis estadistico se utilizé la media (X), desviacién estandar (S) y el coeficiente de

variacion (CV)

2.1.2 Criomolienda y determinacion del diametro medio Sauter
Se llevo a cabo la molienda de las semillas de Moringa (previamente criocongeladas en N>
liquido) en un criomolino All basic (IKA) y se realizo el analisis granulométrico y la

determinacion del diametro de particula a partir del didmetro medio Sauter.
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Se tomd una muestra de 10 g de semillas, las cuales se criocongelaron y molieron, se coloco la
muestra a la serie de tamices Tyler (acomodo no riguroso). Las mallas utilizadas fueron las
siguientes: 30, 40, 50, 70, 100, 140 y 200, se agit6 constantemente por 10 min.

Para la obtencion del didmetro medio Sauter primero se hizo un analisis granulométrico en el
cual se determind el peso de cada tamiz con y sin muestra, de acuerdo al nimero de malla, se
determind la masa retenida por diferencia de peso; el didmetro medio entre 2 tamices
consecutivos (Dpi) fue obtenido de acuerdo a la ecuacién 2.2 asi como la masa retenida por

cada tamiz entre la masa total retenida (xi) en base a la ecuacion 2.3.

. Abertura de la malla que pasa (in)+Abertura de la malla que retiene (in
Dpl — que p (in) - q (in) (22)

. _ Masaretenida (g)
Xi = Masa total (g) (2.3)

Para la determinacion del diametro medio Sauter se utilizé el procedimiento descrito por

Cortazar, Meléndez y Hernandez (2008).

L

Diametro medio Sauter = XL" (2.4)
dpi

La determinacion del diametro medio Sauter solo es para conocer el valor del diametro de
particula de la muestra ya homogénea, de manera que esta variable no tenga influencia en la

determinacién de los resultados.

Con la criomolienda se busca afectar en menor medida el contenido en componentes esenciales
al reducir la temperatura de molienda, ademés de obtener las masas representativas para el uso

en la resolucion de los diferentes objetivos.
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2.2 Extraccidn de aceite

2.2.1 Extraccion por el método Soxhlet

El rendimiento se determiné de acuerdo a la norma mexicana NMX-F-089-S-1978, el valor del
rendimiento solo es de referencia para saber la méxima cantidad de aceite contenida en las

semillas, no comparable con el US por la variable que es el tiempo de aplicacion.

Se tom6 una muestra de 25 g de semilla criomolida (harina), para ser sometida a extraccion con
éter de petrdleo, con una relacion masa/volumen (solvente) 1:10, entre 30 y 40 °C con una

duracién de 4 h, debido a limitaciones del material solo se realiz6 1 vez.

Para la determinacién del rendimiento se utilizo la siguiente ecuacion:

. P3—-P2
% Aceite =

x 100 (2.5)

Donde:

P1: Peso de la muestra (g).
P2: Peso del cartucho con la muestra seca (g).

P3: Peso del cartucho con la muestra hiumeda (g).

2.2.2 Extraccion mediante US

Para la extraccion mediante el US se utilizd un bafio de ultrasonido Cole-Parmer SS
Ultrasonic Cleaner operando a una frecuencia de 40 KHz. Se tomaron 3 muestras de 10 g de
semilla de Moringa criomolida, las cuales se depositaron en un matraz Erlenmeyer con 100 mL
de éter de petroleo. EI matraz fue colocado en el bafio ultrasonico a un tiempo de 5, 10 y 15
min. La fraccion de solvente aun presente se eliminé del aceite mediante evaporacion durante

2 horas.

El rendimiento se determind de acuerdo a la siguiente ecuacién:
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) P3-P2
% Aceite =

x 100 (2.6)

Donde:

P1: Peso de la muestra (g).
P2: Peso del matraz solo (g).
P3: Peso del matraz con el aceite (g).

Para los datos obtenidos del rendimiento en la extraccion del US se empled un ANOVA de una
via para determinar si existia diferencia significativa entre los datos y dos vias para las
diferencias entre las repeticiones, mediante el programa Minitab 16; siendo la unidad
experimental la semilla de moringa, a 3 tratamientos (5, 15 y 30 min) y 3 repeticiones, como
factor experimental el tiempo y la variable de respuesta el rendimiento de aceite, se empled una
prueba de Tukey para determinar si los datos se encontraban dentro del intervalo de confianza y

se obtuvieron los graficos de caja para los anélisis.

2.3 Balance de masa por contacto sencillo

Los flujos para realizar el balance de masa en una etapa fueron:

Alimentacioén, Fo Flujo superior, E, Y4

—

10 g semilla de Moringa

Composicion:
3.3 g aceite

0.6 g agua L. .
6.1 g inerte Flujo inferior, R{, X1

Disolvente, Y, — >

100 gr. éter de petrdleo.

Fig. 2.1.- Diagrama representativo para una etapa de
extraccion, con los diferentes flujos y condiciones.
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El inerte o solido seco comprende a las proteinas, fibra, cenizas y carbohidratos, propios de la
semilla de Moringa.

Por aplicacion de balance de materia se usaran las ecuaciones 1.1, 1.2 y 1.3.
De donde:

FO es la alimentacién, en este caso 10 g de semilla de Moringa, YO es el disolvente, éter de
petrdleo, E1 es el extracto obtenido mediante el diagrama triangular, compuesto principalmente
por solvente y soluto, R1, refinado obtenido mediante el diagrama triangular, compuesto
principalmente de inerte con fracciones de soluto y solvente, Xi:y Yz, son las fracciones del
soluto en las corrientes. La disolucién retenida por unidad de solido inerte se determind

experimentalmente, el valor es obtenido para la extraccion mediante US 5 min.
2.4 Caracterizacion del aceite

2.4.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

El aceite de Moringa obtenido por US fue analizado mediante cromatografia en capa fina. El
analisis se hizo por triplicado, empleando placas de silica gel grado comercial de acuerdo a
Lorenzo, et al. (2006).

Se emple6 como fase movil: Eter de petrdleo, Terbutil metil éter y Acido acético
(0.7:0.299:0.001 v/v); como revelador, yodo en el caso del omega 3 y vainillina para el acido
oleico, utilizando la técnica ascendente con desarrollo simple. La solucién donde fue disuelta la

vainillina fue 99 % acetona y 1 % acido sulfurico.

Se tomaron muestras con un capilar en cantidades menores a 0.1 pL, una vez depositadas en la
placa se corrieron en la fase mdvil. Se dejaron secar y se introdujeron en una solucion de
vainillina al 5 %. Para revelar la placa se evapord la solucion en el termoagitador; en el caso del

omega 3 se utiliz6 una camara de yodo.

Para la determinacion del factor de retencion se siguio la siguiente ecuacion de acuerdo a
Albella, et al. 1993:
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)
Rf =— 2.7
=5 @7

Donde:

Rf: Factor de retencion.

A: Distancia recorrida por el producto (cm).
B: Distancia recorrida por la fase movil (cm).

Obtenidos los diferentes valores de los Rf para las diferentes muestras se compararon con los
valores del Rf de las referencias, empleando acido oleico comercial y capsulas de aceite de
pescado Maxepa de Merck para el omega 3, de esta forma se determiné la presencia de los

compuestos de interes.

2.4.2 Calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC)

Para el andlisis térmico se utilizé un calorimetro MDSC modelo 2920 (new jersey D.E. USA)
previamente calibrado con Indio para linea base y Cp con zafiro. Se emple6 una charola de
aluminio hermética vacia como referencia, segin el método de Besbes, et al. (2005); la

determinacion del perfil térmico se realizo por triplicado.

Se tomaron 3 muestras de 3 pL de aceite de Moringa, una extraida mediante el método Soxhlet
y las restantes mediante US a un tiempo de 5 y 30 min., con el fin de observar si con la
aplicacion del US se presentan mayores 0 menores compuestos a comparacion del Soxleht. las
cuales se depositaron en charolas de aluminio, se sellaron y se inicié la prueba donde el aceite
fue enfriado hasta -60 °C y calentado desde esa temperatura hasta 100 °C, con una velocidad de
barrido de 10 °C/min., usando como gas de arrastre N2 y una modulacion de temperatura de
1.592 °C/60 s.

Los termogramas de cada muestra se analizaron mediante el programa TA Universal analysis,
donde se adquirieron los graficos del flujo de calor, de la primera derivada del flujo de calor y
de la capacidad calorifica Cp. Se determinaron las principales zonas donde se tenian las
diferentes transiciones del aceite donde a través del mismo programa se obtienen las

temperaturas de fusién, ACP y AH a partir de los perfiles de flujo de calor total.
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Los termogramas obtenidos a partir del MDSC fueron analizados, siendo de importancia las
transiciones que presentaron las muestras en las diferentes zonas del gréfico, asi de esta forma

se compararon las muestras de aceites en cuanto a su contenido de acidos grasos.
2.5 Harina residual

2.5.1 Obtencion de isotermas

Después de extraer el aceite mediante el US y el método Soxhlet se tiene la harina residual, que
es la semilla molida y lixiviada, la cual es importante en el trabajo donde se ha planteado
evaluar los efectos que tiene la aplicacién del ultrasonido. Por tanto para llevar a cabo un
analisis méas extenso se aplicara el modelo de GAB a la isoterma de sorcion, ya que con ésta se
obtendra informacion acerca de la capacidad que tienen las estructuras propias de la harina de

formar enlaces con las moléculas de agua.

Para la construccion de la isoterma de sorcion se emple6 la harina residual obtenida de ambos
métodos de extraccion de acuerdo al método descrito por Martinez, et al. (1998). Las isotermas

se realizaron por triplicado y el valor que se reporta es el promedio de las 3 repeticiones.

Se tomaron muestras de 2 g de harina residual las cuales se depositaron en camaras herméticas
con soluciones saturadas de sal de actividad acuosa ( aw ) conocida como se observa en la Fig.
2.2, a una temperatura de 25 °C, hasta llegar al equilibrio.

Harina residual

—  Camara hermética

Solucién salina
saturada

Figura 2.2 Representacion de cdmara hermética para el equilibrio entre la humedad
relativa de la sal y del alimento.
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Se dejo la masa de harina en contacto con la atmdsfera de humedad relativa conocida y se

registré el peso y la actividad de agua cada 24 h.

La variacion del peso se determind con una balanza analitica OHAUS modelo Scout Pro de
precision 0.01g. Las muestras se secaron en un horno de secado modelo 9023* (ECOSHEL) a
100 °C durante 24 h para obtener el contenido de humedad en cada microambiente. Con esta
humedad de equilibrio en base seca y su aw correspondiente se construyeron las isotermas de

sorcion completas.

Para la determinacion de las aw se empled un Higrometro Aqualab 4TE, que se basa en el
método de punto de rocio por lo que es de lectura rapida (10-15 min), con una precision de
0.0001 unidades de aw y variabilidad de 0.5 por grado centigrado.

En la tabla 2.1 se muestra la actividad acuosa de las soluciones salinas para lograr las diferentes

atmosferas de humedad relativa.

Tabla 2.1.- Sales utilizadas en la elaboracion de la curva de sorcion

Sal Formula Humedad Relativa (%0)
Cloruro de magnesio MgCl2 32
Carbonato de potasio K2COs3 43
Nitrato de magnesio Mg (NO3)2 52
Cloruro de sodio NaCl 75
Cloruro de potasio KCI 84
Sulfato de potasio K2SO4 97

(Placido y Aleman, 2002); (Kameswara, et al. 2007)

2.5.2 Parametros de adsorcion
El ajuste de la isoterma de sorcion se realizé de acuerdo a Timmermann, et al. (2002), segln el

modelo de GAB:

Vm*Cg* Kay,
(1-kay)[1+(cg—1)kay]

v(ay) = (2.8)
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Donde:

cg Y K : Parametros que definen la relacion de las funciones de particion en las 3 etapas de
sorcion, la situacion de las moléculas en el estado liquido puro.

a,,: Actividad relativa de las moléculas de agua.
v(ay): Cantidad total absorbida de agua.

vm: Capacidad de sorcion de la monocapa.

Para obtener el valor de las 3 constantes de GAB (Cg, Vmc Y K) se tiene la representacion
parabdlica de la ecuacién (2.8). Expresando aw/V se obtiene la siguiente forma transformada de
la ecuacion de GAB:

a 1 Cqg—2 Cqs—1)K
¥ = +—L—=xa, 4 (Gam 1)K ay, (2.9)
v(ay) Vin* CgxK ~ Vip* Cqg Vim* Cg

Expresion gque es un polinomio de segundo grado en a,,. Por lo tanto, mediante una regresion
parabdlica de a,, /v Vs. a,, se pueden determinar 3 parametros directamente, donde:

a=gt By y =S

Vi CgK Vim* Cg Vim* Cg

Co—2
-4 — (2.10)

A partir de los cuales se obtiene el valor de las constantes de GAB.

2.6 Adquisicién de imagen (microscopio estereoscopico y SEM)

La microscopia es de importancia para observar de forma directa el efecto provocado por el
constante choque de ondas de energia, al aplicar el US como método de extraccion del aceite de

semillas de Moringa.
a) Microscopio estereoscopico.

Para la toma de imagen se empled un microscopio estereoscépico EZ4 D (LEICA). En un

portaobjetos se depositaron muestras de 1 g de harina semilla de moringa residual, se
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colocaron en la platina, una vez enfocada la imagen se empleé el programa Leica Application
Suite V3 para analizar la micrografia; la toma de la imagen se realiz6 con un aumento de 35 X,

una magnificacion de imagen de 3.5 x y una resolucion de 2048x1536 pixeles.
b) SEM

Para la microscopia electronica de barrido se utilizd6 un Analytical Scanning Electron
Microscope modelo JSM-6010LA (JEOL), en los porta muestras se deposito alrededor de 1 g
de las harinas residuales de las diferentes muestras, estas fueron tratadas con un bafio de carbon

y la toma de imagen se realizé con un aumento de 20 um, a 650 x.

Con la obtencién de las diferentes imagenes se analizara el cambio estructural ocasionado a la
microestructura de las diferentes harinas residuales de semilla de Moringa, por el empleo del
método Soxhlet y US.

[Escriba texto] Pagina 34



Capitulo 111

Analisis de resultados

3.1 Actividades preliminares

3.1.1 Humedad

Se obtuvo un valor promedio de 5.8 + 0.16 %. Los valores obtenidos son aceptables, no estan
muy alejados de los registrados en la literatura, donde presentan una humedad de 6.9 %, 5.88 %
y de 6.8 % segn Abdulkarim (2004), Ruttarattanamongkol K. et al. (2014) y Anward y Rashid
(2007).

3.1.2 Criomolienda y determinacion del diametro medio Sauter

Se realizo la criomolienda asi como el analisis granulométrico y asi el calculo del diametro de
particula.

El didmetro medio Sauter considera el volumen promedio por unidad de superficie. Se eligio
este didametro medio ya que es de los mas utilizados en ingenieria, ademas de que garantiza la
consideracién del area y el volumen de la particula; para la semilla de Moringa criomolida se

obtuvo un didmetro medio Sauter de 0.015 in (0.038 cm).

Hacer este andlisis granulométrico junto con el Sauter, nos da la informacién del didmetro

promedio con el cual se trabajd y asi solo considerar el cambio en el tiempo.

3.1.3 Extraccion por el método Soxhlet

La semilla criomolida con un didmetro homogéneo se utiliz6 para la determinacion del
rendimiento de extraccion por Soxhlet. El resultado de la cantidad méaxima de aceite fue de
30.52 g de aceite/ 100 g de semilla.

El rendimiento del aceite fue entonces 30.52 % y en comparacion con el reportado por la
literatura que es de 27.43 % Yy de 26.89 % segun Mani, Jaya y Vadivambal (2007) y Nguyen, et
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al. (2011) respectivamente, el valor es satisfactorio. Esto debido al uso de uno de los métodos
mas eficientes donde la transferencia de masa se ve beneficiada por las diferentes condiciones
como el gradiente de concentracion tanto de solvente como de soluto y el gradiente de
presiones, dando como consecuencia el movimiento del interior al exterior de la estructura
interna del alimento originando la difusion molecular, esto da lugar al mayor rendimiento de
extraccion. Estas variaciones en el contenido de aceite de las semillas y sus propiedades
dependen principalmente de las especies y de las condiciones ambientales (Lalas y Tsaknis.
2002).

El rendimiento de aceite serd utilizado como valor de referencia en la solucion al objetivo

particular 1, y el aceite extraido en dar solucion al objetivo particular 2.

3.2 Rendimiento US

Para dar solucion al objetivo particular 1 dirigido a evaluar el efecto del ultrasonido sobre el
rendimiento y cambio estructural en la superficie de la semilla, se tienen los resultados
obtenidos de la aplicacion del US. El % de extraccion promedio fue de 30.46 % + 1.6 a 5 min,
de 29.8 % + 0.3a 15 min y de 30.36 % * 0.2 a un tiempo de 30 min

Se puede observar que los valores mas altos se presentaron a un tiempo de 5 min y al tiempo de
15 min estan los mas bajos, debido a la perdida de solvente y posibles errores experimentales.
Los rendimientos obtenidos son aceptables ya que segin Marrero, et al. (2014) obtuvo un
rendimiento promedio de 26.5 % utilizando un bafio ultrasénico. Por otra parte utilizando otros
métodos como el prensado en frio y mediante métodos enzimaticos obtuvieron rendimientos
del 30.8 %, 31.2 % segun Abdulkarim y Long (2005) y Tsaknis, et al. (1999).

Se realizé un balance de masa por contacto sencillo, para un tiempo de 5 min para establecer

las cantidades de extracto, refinado y rendimiento de extraccion de aceite.
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3.2.1 Balance de masa (contacto sencillo):

Lo primero para localizar el punto de mezcla es determinar las cooordenadas de la composicion
de inerte y soluto contenida en la disolucion de la alimentacion. Entonces se parte del balance
general, aplicando las ecuaciones 1.1, 1.2 y 1.3.

Por lo tanto para el aceite de entrada Fo, tendra de coordenadas

Para el eje X se tiene:

ParaelejeY

El disolvente D vendra representado por el origen de las coordenadas. El punto de mezcla
estara sobre la recta FD y tendréa las coordenadas:
0.33x10

M~ 0.33%10+ 0.06 10 + 100 0

N 0.61 = 10 0,058
M ™ 033%x10+ 0.06 10+ 100

La linea representativa del flujo inferior sera una recta paralela al eje de las abscisas ya que se
considera que la disolucidn retenida por unidad de s6lido inerte es constante e independiente de
la concentracion, como d, es la cantidad de disolucion (aceite) retenida aun por los sélidos,
esta cantidad se restd del aceite total obtenido mediante Soxhlet como referencia. Por lo tanto;

Para el tiempo de 5 min d,, es igual a 0.253 g/g de inerte.

1
N, = —— = 3.94
K™ 0.253 3.9
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De acuerdo con la definicion de etapa tedrica, los puntos R1, M y E; tendran la misma abscisa,

por consiguiente:

Yg1 = Xg1 = 0.031 (Kg de soluto / Kg de disolucion)

FO (0.84, 1.56)

Nk(3394) |« 4@ R1 V.

Z 35
3 /

/

. —

0.1\% 03 04 05 06 0.7 08 09 1
M (0.03, 0.05) 1 X,y

Fig. 3.1.- Localizacion de los puntos FO, D, M, E1 y R1.

La cantidad de refinado R1 se calcula a partir de la siguiente ecuacion:

I(1+N
R, = [A+Nk) (3.1)
Nk
_6.1(1+43.94) 7 6
1T T 304 VY
Por lo tanto para la obtencion del extracto E; es igual a:

E; = 110—-7.64=10235¢g

La obtencion del porcentaje de soluto extraido (sustancia de interés) serd de acuerdo a la

siguiente ecuacién donde F es la alimentacion y Fo la composicion del aceite en la semilla:

E{*xX
0/f — 1AM %
Yo = Fih 100 (3.3)
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102.35%0.031
% = —————— *100= 9851 %
10% 0.33
Se obtuvieron los siguientes resultados para los diferentes tiempos de proceso, utilizando los

promedios de cada uno de los porcentajes de extraccion de aceite:

Tabla. 3.1.- Rendimiento en aceite, refinado y extracto de
acuerdo al balance de masa.

Tiempo (min)  Refinado (g) Extracto () Aceite (%) Aceite (g) UsS (gr)

5 7.64 102.35 98.51 3.25 3.04
15 7.99 102.01 98.18 3.23 2.98
30 7.70 102.29 98.45 3.24 3.03

Se observa que los valores obtenidos mediante el balance de masa son muy cercanos a los
obtenidos mediante US. En la dltima columna de la Tabla 3.1 se tiene el valor en gramos, los
cuales son mayores comparados con los obtenidos experimentalmente (US).

Los valores menores obtenidos mediante el ultrasonido posiblemente se deba a errores
experimentales, aun con ello los resultados son mas que satisfactorios por una variable
principal tan determinante como lo es el tiempo que se traduce en eficiencia, rendimiento y mas

importante, costos de produccion.

3.2.2 Extraccioén con disolvente

Como se observa en la tabla 3.2, durante la extraccion, la cantidad de aceite obtenido por
ultrasonido comparada con el método Soxhlet (siendo que no se comparan los métodos solo se
tiene el rendimiento del Soxhlet como referencia) presenta cierta ventaja de acuerdo al tiempo

ya que presento casi el mismo rendimiento.
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Tabla. 3.2.- Rendimiento de aceite de moringa extraido
con los dos diferentes métodos.

Rendimiento (%)

US (min)
5 15 30 Soxhlet
30.46 29.8 30.36 30.52

Los rendimientos que se presentaron con el US fueron debidos a los diferentes mecanismos
presentes. Por un lado, tiene lugar un calentamiento progresivo por absorcién especifica de la
energia acustica en las membranas, especificamente en las interfaces. Las ondas acusticas a su
paso a través de los materiales solidos provocan, ademas, expansiones y contracciones rapidas
y sucesivas dando lugar a lo que se conoce como efecto esponja (Olucha, 2013).

Por otro lado, resultado de la sonicacion es la cavitacion o la formacion y colapso de burbujas
microscopicas que pueden liberar enormes cantidades de energia en forma de calor, presion y
cizallamiento mecéanico, dando lugar a cambios conformacionales, que causan que las
membranas celulares tiendan a ser menos selectivas y asi los compuestos son mas accesibles a
la extraccién (Corrales, 2008), ademas con el cambio de presiones més disolvente se difunde en
la célula. Como el disolvente entra, mas compuestos del aceite pueden ser extraidos, lo cual

puede resultar en un rendimiento de extraccion superior.

En el proceso se presentd una sinergia de los diferentes factores donde con la aplicacion del
ultrasonido di6 lugar a que se presentara la difusién por conveccién por efecto de la onda en la
semilla de Moringa que como resultado a tiempos muy cortos se obtuvo casi todo el aceite

contenido.
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3.2.3 Andlisis estadistico

Se empled un ANOVA de una via, ya que se queria comparar de entre los resultados obtenidos
del aceite de moringa si existia estadisticamente diferencia significativa. Obteniendo el grafico

de caja como se observa en la Fig. 3.2.

3.154

3.10 -

g de aceite
w
o
(85}
1

3.00 -

2.95 -

5 15 30

Fig. 3.2.- Grafico de caja para la dispersion de los datos de
extraccion a los diferentes tiempos.

De primera instancia se observa en la Fig. 3.2 que para un tiempo de 5 min existié una mayor
dispersion de los datos, aunque en realidad no es de consideracion esta diferencia ya que la
escala utilizada es pequefia; para el tiempo de 15 y 30 min se tiene que los mas homogéneos
fueron los de 30 min. Esta variacion a un tiempo de 5 min fue debido a que en esa corrida no se
Ilevé a cabo el segundo filtrado y por presencia de solidos suspendidos, presentd un mayor peso
por tanto se observa la media de los datos en el grafico. Se obtuvo un valor de 2.05 para F y
0.209 para P, estos valores no muestran diferencia significativa, por lo que estadisticamente
cualquier tiempo se podria emplear; sin embargo, se considera que por el gasto de energia un
tiempo de 5 min es mas eficiente. Ademas se realizdo un ANOVA de dos vias para observa la
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diferencia entre las repeticiones de la extraccion obteniendo que de acuerdo a las diferencias

entre repeticion y tiempo son no significativas, (Fig. 3.3).

3.15

3.10 4

3.05

g de aceite

3.00 4 —

2.95
corrida 1 2 3 1 2 3 1 2 3
tiempo 5 15 30

Fig. 3.3.- Grafico de caja para la variacion de los datos de
cada tiempo, de la extraccion de aceite.

En la Fig. 3.3 se observa que para las primeras corridas de los diferentes tiempos es donde
existi6 mas dispersion de los datos aparentemente debido a la escala utilizada, pero las
diferencias no son tan grandes. La mayor homogeneidad se presentd en los datos para las
terceras corridas, aun asi en general los datos son aceptables y la diferencia que presentan se

considera despreciable.

3.3 Andlisis estructural de la harina y calidad del aceite

Para determinar el efecto que tuvo el US sobre la harina, se empled la microscopia y para la

calidad del aceite se empled la cromatografia en capa fina.
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3.3.1 Analisis de imagen

Para observar de forma macro los efectos ocasionado por la aplicacion del US y el mecanismo
de extraccion del aceite, se tomaron microfotos de las diferente harinas residuales empleadas a
los tiempos de 5 y 30 min y como referencia se tiene la semilla criomolida sin tamizar.

o

Fig. 3.4.- Semilla de M. Fig. 3.5.- Semilla de M. oleifera,

oleifera criomolida desengrasada con aplicacién de ultrasonido
(5 min.)

Fig. 3.6.- Semilla de M. oleifera,
desengrasada con aplicacion de ultrasonido
(30 min.)

En la Fig. 3.4 Se observa la semilla de M. oleifera criomolida sin aplicacion de US, como no
se sometid a ningln proceso se observa aglomerada y con brillo debido al aceite; el didmetro de
particula no fue controlado por lo que la distribucion de los tamafios se observa muy poco

uniforme.
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En la Fig. 3.5 la distribucion del diametro de particula es méas uniforme debido a que esta
muestra junto con la de la Fig. 3.6 se control6 mediante un tamizado para que esta variable no
fuese de influencia en la obtencion de los datos. Lo que se observa es que a 5 min la semilla no
presenta un efecto significativo en su estructura; por aplicacion del ultrasonido en comparacién
con la de 30 min, donde la harina se encuentra mas diseminada con efecto aparente del US.
Esto es debido a que con esta técnica se aplican ondas constantes, con gran carga de energia
cinética, estos constantes choques recibidos por la estructura, junto con la presencia de oxigeno,
genera la formacion de burbujas que van creciendo hasta colapsar liberando la energia

acumulada (cavitacion); este proceso se observa en la Fig. 3.7.

Fig. 3.7.- a) Formacion, b) crecimiento y c) colapso de las burbujas generadas por el
fendmeno de cavitacion. (Chemat, 2011)
Rompiendo de esta forma parte de los enlaces conformadores de la estructura de la semilla
dejando asi libre la mayor parte del soluto (aceite) para que sea arrastrado mediante el solvente.

Ademas en la Fig. 3.4, 3.5 y 3.6 se observan fragmentos de la semilla sin dafio aparente,
posiblemente por tener un didmetro de particula mayor al resto, lo que provocé una atenuacién

en la efectividad del ultrasonido.

Por el efecto que imparten las ondas del US se pensaria que al tiempo de 30 min se tendria un
mejor resultado, pero por tiempos prolongados es perjudicial. Sullivan, et al. (2015)
encontraron que el tratamiento ultrasonico de proteinas en los alimentos se ha relacionado con
la afectacion a las propiedades fisicoquimicas, estructurales y emulsificantes, ademas aumenta
los sitios activos para mas interacciones con otros compuestos Por lo tanto no es conveniente el

aplicarlo a tiempos largos.
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3.3.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para observar de forma puntual los cambios en estructura producido por las ondas del
ultrasonido se tomaron imagenes de la harina residual, mediante un SEM hasta 20 pym y 650 X.

SEl 15kV WD23mmSS34
Sample

Fig. 3.8.- Microfotografia de la semilla de M. oleifera,
desengrasada mediante el método Soxhlet.

En la Fig. 3.8 se observa la microfotografia de la semilla de M. oleifera, sometida al método de
extraccion Soxhlet; la microestructura no presenta cambios significativos ya que adn se
observan los componentes aglomerados, ademas la estructura no se observa alterada, aun los
compuestos son conformadores en la particula de la semilla de Moringa. Esto debido a que en
el proceso de extraccion la Unica variable de influencia lo fue la concentracion del solvente
(relacion 1:10 p/v), el proceso fue a presion atmosférica, el contacto del solvente con la semilla
fue a temperatura ambiente del agua, el didmetro de particula también es de importancia

aunque solo fue utilizado un promedio del mismo (0.038 cm).

Con este método se extrae una mayor cantidad de aceite, pero la implementacion del mismo fue
de 4 horas y aungue con el US se tiene una menor extraccién, la diferencia radica en el tiempo
ya que con solo aplicar 5 min el US se tiene casi la misma cantidad de aceite, por lo tanto el
Soxhlet cuenta con desventaja frente al US en la extraccion de aceite de semillas de Moringa,

ademas los gastos energéticos debido al tiempo son mayores en el Soxhlet.
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Fig. 3.9.- Semilla de M. oleifera, Fig. 3.10.- Semilla de M. oleifera,
desengrasada con aplicacion de desengrasada con aplicacion de

ultrasonido (5 min.) ultrasonido (30 min.)

En la Fig. 3.9 y 3.10 se observa la microestructura de la semilla de Moringa molida, que con la
aplicacion del ultrasonido por 5 min el efecto es poco evidente, aun se tiene una conformacion
integra de la particula; al tiempo de 30 min el material se observa dispersado, debido al dafio
ocasionado por el constante choque de las ondas, esto se ve reflejado en la alteracion de la

estructura.

La energia ultrasonica ha demostrado mejorar la extraccion del tejido vegetal mediante la
aceleracion de la hinchazon de las células vegetales acompafiada por la fragmentacion de la
matriz del tejido. Esta extraccién implica la transferencia de masa y la penetracién del
disolvente en la célula, que promueve la difusion del contenido en el disolvente (Metherel,
2009 ), posiblemente este mecanismo de extraccion predominé al tiempo de 5 min, ya que el
dafio no es tan evidente. Por otro lado se ha reportado que el ultrasonido  empleado a
frecuencias arriba de 20 KHz. su efecto se basa en el rompimiento de las subunidades
debido a las ondas sonicas y a la presencia de oxigeno, de esta forma se rompe la estructura
cuaternaria la cual no se vuelve arecuperar, esto se ha reportado en proteinas globulares
(Ozuna, 2012).

Estas proteinas globulares suelen estar conformadas en su mayoria por un aminodcido en
especifico, la glicina, que por su naturaleza alifatica no polar contribuye a la estructura global
de la proteina debido al efecto hidrofébico, de acuerdo a Dalia (2012) en el aislamiento y
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caracterizacion de las fracciones proteicas de la semilla de moringa oleifera. El anélisis de
aminoacidos demostré que la glicina fue el de mayor presencia, por tal motivo esta
caracteristica en particular; ademas de que las semillas presentan una composicion 40.31 de
proteina (Anhwange, 2004) hace que la implementacion del ultrasonido sea la tecnologia
adecuada para la extraccion del aceite siendo al tiempo de 5 min el tiempo mas conveniente por

los gastos de energia.

3.3.3 Cromatografia de capa fina

Como una medida de la calidad del aceite se emplea la cromatografia en capa fina para

establecer la presencia de los compuestos de interés como lo es el acido oleico y el omega 3.
Acido Oleico

Las diferentes muestras de aceite obtenidas mediante US fueron analizados mediante
cromatografia en capa fina, donde lo que se busc6 fue comprobar la presencia de &cido graso en
las muestras de aceite de la semilla; se empled esta técnica por facilidad para establecer la
presencia de los componentes de interés, en la Fig. 3.11 se observan las placas con la
referencia, acido oleico comercial (drogueria la Paris) y muestra de aceite extraido mediante
US 5 min.

Otros compuestos —> ' g
RF=078 —> il
i

Rf=0.76
Otros compuestos

Fig. 3.11.- TLC para muestras en acido oleico de grado comercial (R) y para la extraida (M)
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Los compuestos presentaron un Rf en promedio, para la referencia de 0.78 y para la muestra de
0.76, que al ser revelado con vainillina presentd una coloracion violeta. EI Rf nos da una idea
de la afinidad que present6 la fase movil con las muestras, donde la compatibilidad fue buena
ya que se logro la separacién de diferentes compuestos. En lo que respecta al acido oleico, se
observa una pequefia fraccion del mismo a la altura de la muestra de referencia lo que confirma
su presencia en el aceite obtenido de las semillas de Moringa. Dentro de los diferentes acidos
grasos presentes en el aceite el de mayor contenido es el acido oleico con una composicion

mayor al 70.0 % segun lo reporta Ayerza, (2011).

Los demas compuestos observables posiblemente sean los de mayor presencia después del
acido oleico, los cuales son el palmitoleico, linoleico, linolénico entre otros. El valor de Rf es
casi igual por lo que se dice que es el mismo compuesto, la pequefia diferencia posiblemente se
debe a la presencia de pequefias cantidades de los demas compuestos, lo cual cambia la
polaridad de la sustancia cambiando de esta forma la afinidad por la fase movil. También se
observa que el &cido oleico de grado comercial presenta mas compuestos ya que este es de baja

pureza.

El omega 3 se obtuvo de capsulas de aceite de pescado Maxepa de Merck como referencia y
las muestras del aceite de semillas de Moringa fue el extraido mediante US 5 min; la fase movil
empleada en la determinacion fue la misma que para el &cido oleico, como revelador se empled
una camara de yodo el cual forma complejos coloreados con los componentes organicos (con

tonos amarillo-marron).

Aceite de pescado—> N— Rf=0.66

Rf=0.63 —>

R M

Fig. 3.12.- TLC para muestras de Omega 3 de grado comercial (R)
y para la extraida (M)
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En la Fig. 3.12 se tiene la aplicacion de la técnica donde se observa que las placas presentaron
diferentes coloraciones, para la referencia se tienen 3 definidas, la de mayor presencia (Rf=
0.75) atribuible al omega 3, mientras que las de menor tamafio al acido eicosapentaenoico
(EPA, C20: 5, n-3) (18 % en composicion) y una de las otras al segundo acido en composicion
de las capsulas que es acido docosahexaenoico (DHA, C22: 6 n-3) (12 % en composicion) los
dos conformadores de la muestra. Para el aceite de Moringa (Rf= 0.66) se tienen varias
coloraciones, parte de una de ellas cae cerca del Rf del omega 3 (Rf= 0.63), lo que
posiblemente sea la presencia del omega 3 en el aceite. Como tal el &cido linolénico, segun lo
reporta Zhao y Zhang (2013), las semillas de Moringa contienen un 0.18 % del total de acidos

grasos. El cambio en el valor del Rf por la impureza de la muestra, que cambia la afinidad.

La separacion resultd ser efectiva y se comprobd la presencia del omega 3, la afinidad que
presentaron las diferentes sustancias por la fase movil fue buena, la polaridad logr6 la
separacion de los diferentes componentes; por tanto, la cromatografia en capa fina nos da de

forma cualitativa la presencia del acido oleico y omega 3.
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3.4 Calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC)

En la Figura 3.13 se tiene el perfil del flujo de calor para las muestras de aceite, donde se busca
establecer la presencia de los diferentes compuestos (si a un tiempo menor o mayor de
aplicacion de US y también al método de aplicacion afecta o no para que se presente una

sustancia) no utilizando para este analisis el tiempo de 15 min de US.
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Figura 3.13.- Perfil del flujo de calor total para las muestras
de aceite obtenidas mediante Soxhlet y US.

Durante el proceso de calentamiento se observa en general para las tres una primera region de
baja temperatura de transicién, una transformacién endotérmica que va desde los -50 °C hasta
los -26 °C, con un inicio de transicion a una temperatura en promedio de -43 °C, se tiene una
segunda zona que va de los -26 °C a los 12 °C, caracterizada por presentar un gran pico
endotérmico, el mayor del termograma, a una temperatura promedio de -4 °C y una tercera

region que inicia a los 12 °C hasta los 30 °C.

Para observar las diferentes transiciones que presenta el aceite se dividid la curva en tres zonas,

la primera, de los -50 a los -26 °C, estas se observan en la Fig. 3.14.
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Figura 3.14.- Zona I, transiciones en el intervalo de temperatura de -50 a -26 °C.

-30

Para la primera zona se observa que las muestras de aceite obtenidas mediante el Soxhlet y US

a un tiempo de 5 min presentaron una sola transicion, a diferencia de la muestra obtenida a un

tiempo de 30 min mediante US donde se observan dos cambios en la curva del flujo de calor,

la primera con un valor de ACp mayor con respecto a las demas transiciones, estos valores se

observan en la tabla 3.3.

Tabla 3.3.- Temperaturas de transicién y ACp en la zona I.

Temperaturas de transicion vitrea (Zona I)

Método ti tg tr ACp
°C °C °C JI(g-°C)
Soxhlet  (4) -48.05 -47.55 -45.68 0.2058
US5min (3) -47.14 -46.2 -38.38 0.2303
US 30 min (1) -45.75 -40.97 -38.96 0.4797
US 30 min (2) -34.61 -32.48 -28.69 0.1709

En lo que respecta a la segunda zona se tiene a una temperatura que inicia en promedio a los

-26 °C hasta los 12 °C como se observa en la Fig. 3.15.
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Figura 3.15.- Zona Il, transiciones en el intervalo de temperatura

de -26 a 40 °C.

Para la segunda zona se tienen las principales transiciones del termograma donde el mayor pico

endotérmico lo presento la muestra con un tiempo de 5 min mediante el US, con una

temperatura maxima de transicion de -2.65. Como se observa en la tabla 3.4 la muestra con la

menor area fue la obtenida con el método US 30 min.

Se obtuvieron las entalpias para determinar la cantidad de energia necesaria en la fusion,

aunque también es utilizada para determinar la tasa de eliminacion o absorcién de calor durante

la congelacién o calentamiento de los productos alimenticios (Fasina et al., 2008).

Tabla 3.4.- Temperaturas de fusion y entalpia en la zona Il.

Zona de integracion

Método

US 5 min
US 30 min
Soxhlet

ti
°C
-23.47
-21.02
-31.23

t max. ts Entalpia
°C °C Jg
-2.65 34.6 72.68
-1.02 36.15 69.2
-4.71 35.12 69.23
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En la 11l zona se presenta la transicion para el &cido oleico, el perfil de flujo de calor y la
derivada se representa en la Fig. 3.16 para observar mejor las transiciones en dicha zona, esta

comprende desde una temperatura de 12 hasta los 30 °C
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Figura 3.16.- Zona lll, transiciones para el &cido oleico en el
intervalo de temperatura de 12 a 30 °C.

En la Fig. 3.16 se observa que para la muestra Soxhlet el cambio en la curva es mayor respecto
a las muestras del US, siendo que para la muestra a 30 min el cambio no es tan notorio, los

valores del Acp (cambio estructural) del &cido oleico se observan en la tabla 3.6.

Tabla 3.5.- Principales transiciones en la zona 11 y ACp.

Transicién vitrea

Meétodo ti tg t ACp

°C °C °C J/(g-°C)
US 5 min 12.80 13.18 15.86  0.3051
US 30 min 17.03 17.57 18.06  0.0349
Soxhlet 11.16 11.62 1475  0.4844
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Para observar mejor los cambios cinéticos y de estructura se obtuvieron los graficos de la
capacidad calorifica Fig. 3.17 y de la primera derivada del flujo de calor para el intervalo

completo de temperatura, Fig. 3.18

US 5 min.

-_——— US 30 min.
—— ——  Soxhlet

Rev Cp (J/(g*°C))

-60 -40 -20 0 20 40 60 80
Temperatura (°C)
Figura 3.17.- Capacidad caiurinca para 1as unierentes muestras de

aceite de las semillas de Moringa.

En la Fig. 3.17 se tiene el mayor cambio de estructura a un intervalo de temperatura de entre -
35 a 28 °C, donde para un tiempo de 5 min del método US se tienen los mayores cambios y
para el Soxhlet los menores, esto porque con esta técnica se presenta el fenémeno de cavitacion
generando mayor exposicion de los diferentes compuestos a ser disueltos por el disolvente

ademas de presentar mayor energia cinética.

Varias de las transiciones no son observables con la curva normal del flujo de calor por tanto al

obtener la derivada del flujo estas son mas evidentes como se observa en la Fig. 3.18.
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Figura 3.18.- Primera derivada del flujo de calor para las
muestras de aceite de las semillas de Moringa.

En la derivada del flujo de calor cualquier desviacion que salga fuera de cero, representa un
evento térmico importante, para las muestras tratadas con US se tiene una transicion de alguno
de los &cidos grasos, que justo cae en la zona de temperatura de fusion del acido oleico (13 °C)
segin G.K. Knothe y R.O. Dunn (2009), en la muestra del método Soxhlet el cambio no es tan

evidente.
La discusion de los diferentes resultados por zonas se tiene a continuacion:

Respecto a la zona I, las transiciones presentes son de segundo orden dado que solo cambia el
acomodo molecular, los cambios en el Acp son minimos como se observa en la tabla 3.3. El
valor en el ACP para US a 30 min es casi el doble en comparacion con las demas, debido al
efecto provocado a la estructura de la semilla por US, lo que genera sitios activos para mas
interacciones, dejando libres grupos polares de hidrogeno que tienen la capacidad de almacenar
energia por lo que el valor del ACp es mayor; todo esto en relacion con algun acido graso,
posiblemente el Araquiddnico con una temperatura de fusion de -50 °C.  Segun
Ruttarattanamongkol, et al. (2014) en la caracterizacion del aceite de semillas de Moringa
oleifera, presenta de un 3.10 a un 3.85 % del total de &cidos grasos, estableciendo de esta forma

la presencia del mismo. En las 3 muestras se tiene el inicio de la transicion alrededor de los -46
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°C, en la aplicacion del método Soxhlet el valor es mas proximo, al punto de fusién del acido
araquidonico, suponiendo que no existio efecto a la composicion o estructura del &cido graso, la
extraccion por este método no implica como tal energia de degradacion, por tanto la obtencion
de la muestra es mas integra. Para la segunda transicion que presento la muestra US 30 min, se
tiene la de menor cambio estructural, un componente con menor presencia pero que implico

que con un tiempo prolongado del US se presentara.

Para la zona Il se tiene a un tiempo de 5 min una entalpia de fusion de 72.68 J/g; la mayor
energia requerida para llevar a cabo el cambio de estado, en la Fig. 3.17 se observa para este
tiempo el mayor cambio en el Cp. Esta es una transicion de primer orden que se presentd a una
temperatura -2.65 para US 5 min, esto es debido a la recristalizacion que sufren los cristales de
dicho componente (trioleina) del aceite de las semillas de Moringa, segln el estudio realizado
por abdulkarim, et al. (2005), en la determinacion de algunas propiedades fisicoquimicas del
aceite de semillas de Moringa oleifera mediante la calorimetria diferencial de barrido encontro
un gran pico endotérmico a una temperatura de -4.4 °C debido a que la velocidad de barrido del
DSC fue de 5 °C/min, por lo que se dio la fusion de los cristales inestables dando lugar
continuamente a la recristalizacion, en formas cristalinas més estables, esto ocasioné la
formacion del gran pico. Por otra parte el aceite de semillas de Moringa, dentro de los
triacilgliceridos (TAG) poliinsaturados, presenta un 36.7 % de trioleina. En el estudio hecho
por Marquez (2003) a mezclas de aceite de oliva, mediante calorimetria obtuvo un gran pico a
una temperatura de -3.82 °C, esto debido a la trioleina. Che Man et al. (1999) obtienen para la

trioleina pura un Unico pico endotérmico a 2,98 °C.

Martinez, et al. (1988), menciona que mayor parte de las transiciones de los lipidos son de
primer orden entre sus estructuras cristalinas (sub-o, o, " y B) y el estado liquido. La transicion
entre las formas sub-a y o es de segundo orden. Muchos triacilgliceridos pueden aparecer en
cualquiera de las tres formas cristalinas en funcién del tiempo, la temperatura y la composicion,
siendo las formas cristalinas § y B” las mas comunes en aceites y grasas por su estabilidad. La
forma poliformica en la que se representan es una caracteristica diferencial en la mayoria de los
lipidos. Marquez, (2003) indica que el primer pico de un termograma de calentamiento
corresponde a la forma o, mientras que los Gltimos picos corresponden a las formas B, mas

estables. El empaque en la cadena del polimorfo B es mas denso que el del polimorfo a. La
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cadena mas densa en P hace que tenga mayor estabilidad. Ademads, los polimorfos estables
tienen mayor punto de fusion y requieren mayor calor de fusion que las formas menos estables,

por tal motivo la zona analizada requirié méas energia para la fusion.

Para obtener las temperaturas de transicion en la zona 111, se tiene la derivada del flujo de calor,
Fig. 3.18, se observa que de acuerdo a la temperatura de fusion del acido oleico, 13 °C (Bradley
y Peter, 1982), la aplicacion del US a un tiempo de 5 min, se acerca mas, a este valor,
seguidamente del método Soxhlet y para un tiempo de 30 min del US se tiene la transicion méas
alejada de acuerdo a la temperatura, tabla 3.5, posiblemente por el efecto de la onda
(cavitacion) que ocasiona el US a tiempos prolongados por lo que la degradacion de las
diferentes estructuras. A pesar de que la muestra US 5 min se tiene la temperatura mas cercana
a la transicién, Tabla 3.5, el valor del ACp es mayor en la muestra Soxhlet lo que posiblemente
se debe a una mayor cantidad de &cido oleico en la muestra de aceite, el Cp es una propiedad
extensiva por tanto cuanto méas grande sea la cantidad de la muestra, el reacomodo molecular es

mayor.

Estos cambios en la capacidad calorifica, presentes en el intervalo de temperaturas, son porque
las cadenas de acidos grasos al enfriarse se alinean y forman una estructura compacta (cristal),
y como estan presentes varios acidos grasos, el empaquetamiento no es tan homogéneo por ser
de diversas caracteristicas como las instauraciones, isomeros, tamafio etc. Por lo tanto se
produce méas de un tipo de cristal (Badui, 2006). Estos cristales van cambiando de patron hasta
llegar a un estado termodindmicamente mas estable, el tamafio y forma del mismo dependera
basicamente del punto de fusion de cada uno (Akoh et al, 2002; Marangoni, 2005) vy al
presentarse polimorfismo, cambia su masa por tanto el valor del Cp aumenta o disminuye

presentandose estas variaciones dentro del mismo intervalo de temperatura.

Para la muestra del US con un tiempo de aplicacion de 5 min se tiene el mayor cambio en la
curva, lo que significaria que no existio un dafio evidente en el compuesto de interés a
comparacion con la aplicacion de un tiempo de 30 min donde el cambio en la muestra no es tan
notorio y la temperatura de transicion se ve afectada a una temperatura mayor, posiblemente
por el efecto ocasionado a los enlaces, en los diferentes compuestos, por el efecto del constante
golpeteo inducido por la cavitacién, lo que dejaria diferentes grupos disponibles para nuevas

interacciones entre los mismos. Para la muestra que se obtuvo a través del método Soxhlet se
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observa un cambio menor en la derivada Fig. 3.16, en comparacion con las otras muestras, esto
porque en la aplicacion de este método solo se tiene el diferencial de concentracion (solvente-
soluto), lo que no implica un efecto de consideracion, la fuerza impulsora originada por este

diferencial no fue suficiente para la extraccion significativa del acido oleico.

Por otra parte como elemento importante el acido linolénico (Ruttarattanamongkol, et al. 2014)
en el aceite de Moringa (ALA, C18:3, n-3) es un acido graso poliinsaturado de cadena larga
con dobles enlaces a las 9, 12 y 15 en carbono desde el extremo acido carboxilico. Este acido
graso es conocido como un precursor de los &cidos grasos de cadena mas larga (omega 3) como
los acidos eicosapentaenoico (EPA, C20: 5, n-3) y docosahexaenoico (DHA, C22: 6 n-3)
(Paramita, Bannikova y Kasapis, 2015). De esta forma en la caracterizacion del aceite de
moringa se tiene que el &cido graso linolénico es de importancia para establecer como tal la
presencia del omega 3, en la Fig. 3.19 se tiene el perfil del flujo de calor para la muestra,
utilizando Maxepa de Merck conteniendo 70 % en diversos componentes, &cido

eicosapentaenoico, 18 % en composicién y acido docosahexaenoico, 12 % en composicion.

Flujo de calor (W/g)

-60 -40 -20 0 20 40 60 80
Temperatura (°C)

Figura 3.19.- Perfil del flujo de calor para la muestra de aceite del
omega 3.
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En la figura 3.19 se observa el termograma obtenido de la muestra sometida a calorimetria
diferencial de barrido, donde se presentaron 3 transiciones de segundo orden, en comparacion

con las muestras del US y Soxhlet el flujo de calor para que se presentaran las transiciones es

menor.

Para observar de manera puntual los diferentes cambios en la curva del flujo de calor

especificamente para las muestras del omega 3 se tienen las primeras transiciones como se

observa en la Fig. 3.21.
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Figura 3.20.- Primeras transiciones presentes en la muestra del
omega 3.

Se observa que para la muestra del omega 3 la primera transicion que se observa es mas
significativa (-48.28 °C), aunque de acuerdo al valor del ACP no cambian tanto. Posiblemente
corresponda al acido araquidonico (P.F -50 °C), y al igual que esta muestra las demas
presentan esta transicion tanto la del US como del Soxhlet a temperaturas cercanas tabla 3.3. El

valor del cambio estructural se tiene en la tabla 3.6.
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Tabla 3.6.- Temperaturas y ACp de las principales transiciones
para la muestra de omega 3.

Transicion vitrea

Muestra i tg te ACp
Omega3 °C °C °C JI(g-°C)
1 -48.28 -47.81 -46.27 0.2092
1.1 -26.65 -23.74 -19.28 0.1854

La muestra del omega 3 presenta otra transicion a una temperatura promedio de -7.46 °C, esta

se observa en la Fig. 3.21.
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Figura 3.21.- Principal transicion de la muestra del omega 3

En la Fig. 3.21 se tiene la principal transicion, que no es tan significativa como lo fueron
algunas de las anteriores con mayor cambio en la capacidad calorifica, mas en esta zona es
donde se tiene el componente principal para la comparacion con las demas muestras, el acido

linolénico, en esta transicion se tiene una entalpia de 1.291 J/g.
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Para observar si las muestras obtenidas mediante el US y Soxhlet presentan el cambio en la
derivada para asumir de esta forma la transicion, se tiene el perfil de la primera derivada del

flujo de calor como se observa en la Fig. 3.22.
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Figura 3.22.- Primera derivada del flujo de calor para las muestras en la zona de
temperatura de fusion del &cido linolénico (-11 °C).

Se tiene la primera derivada del flujo de calor donde a una temperatura de — 11 °C se tiene la
transicion del acido linolénico, las muestras que presentan dicha transicion son las obtenidas
mediante el US, la del método Soxhlet no presenta el cambio, posiblemente el contenido de
este compuesto en la muestra no fue el suficiente para la transicién, siendo que el US
proporciona energia constante a la estructura de la semilla, dejando el contenido libre para la
extraccion por el solvente. Los datos obtenidos donde se tiene el compuesto de interés se

muestran en la tabla 3.7.
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Tabla 3.7.- Temperaturas de transicion en la zona de fusion del acido linolénico.

Transicion vitrea

Muestra ti Tg te ACp
°C °C °C JI(g-°C)
Omega 3 -7.91 -3.87 -1.08 0.1905
US 5 min -15.52 -15.02 -14.92 0.02192
US 30 min -11.35 -10.64 -10.52 0.03294

Las temperaturas de inicio de la transicion para las muestras difieren, para la comercial del
omega 3 se tiene una temperatura de -7.91 °C, esta se aleja de la temperatura de transicion del
acido linolénico (-11 °C) , para la muestra del US a un tiempo de 30 min se tiene la transicion
mas cercana al componente, ademas considerando la capacidad calorifica, la energia que se
requirié para que diera paso a la transicion fue alrededor de 10 veces mas para las comerciales
que con las muestras del US, en cuanto a la presencia del componente segln
Ruttarattanamongkol, et al. (2014) reportan para las semillas de moringa oleifera de un 0.16 a
un 0.18 % de &cido linolénico en composicion de &cidos grasos, ademas en la técnica TLC se
confirmd la presencia de este componente, donde en las placas una pequefia cantidad tiene el

mismo Rf que la muestra comercial del omega 3.

En todas las muestras sometidas a calorimetria se tienen variaciones en las temperaturas de
transicién en comparacién con la literatura, esto es porque los componentes influencian esta
temperatura aumentando o disminuyendo la zona de transicion ademéas los aceites y grasas
estan caracterizados por presentar el fendmeno de polimorfismo debido a las diferencias en
composicion de los &cidos grasos entre los propios triacilgliceridos, modificando de esta
manera las temperaturas de fusion, en los lipidos las diferencias en el empaque de la cadena de
hidrogeno carbono y las variaciones en el angulo de inclinacion hacen diferentes las formas
poliformicas, EI comportamiento de cristalizacion de los triacilgliceridos incluyendo la
velocidad de cristalizacion, tamafio de cristal, la morfologia y la cristalinidad total, se ven
afectados por este fendmeno. La estructura molecular de los triacilgliceridos y varios factores
externos como la temperatura, presion, velocidad de cristalizacion, impurezas y velocidad de

cizallamiento influencia el polimorfismo (Bailey, 1950).
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La calorimetria diferencial de barrido es una técnica eficaz para el analisis de las muestras de
aceite, separando por medio del flujo de calor los diferentes componentes presentes del material
de estudio, con esta técnica se puede observar si alguna muestra esta alterada por otro
componente o para saber las temperaturas optimas de conservacion, esencialmente, pero para
un enfoque mas global, como complemento las demas pruebas normalmente aplicadas a lipidos
son de importancia, como el indice de acidez, indice de yodo, indice de saponificacion, indice
de perdxidos, densidad etc. el MDSC es de gran utilidad utilizado para pruebas réapidas y de

importancia por la informacion que nos puede aportar.
3.5 Isoterma de sorcion

La isoterma de GAB ha sido satisfactoriamente probada en datos de adsorcion de gases, como
en absorcion de vapor soluciones altamente concentradas de electrolitos, alimentos, proteinas y
otros materiales (Timmermann, 2002). Para observar los cambios en las dos diferentes muestras
de harina residual se tienen las dos curvas de sorcién. En la Fig. 3.23 se tiene las isotermas
obtenidas US 30 min y Soxhlet, solo se utiliza este tiempo para comparar entre los dos
métodos, si existe un cambio considerable a tiempos prolongados de aplicacion del US, a
tiempos menores del US en SEM y MDSC no se presenta gran diferencia.

2.2

18
16
14

10 ()
1 ﬁ —p— | | S,
0.5 !

soxhlet

Humedad en bs.

0.6
0.4 ™
A :
0.2 [: } - ;____._'_,-/4‘
. )
o 0.2 0.4 0.6 0.8 1

awr

Figura 3.23.- Isoterma de sorcién de harina residual (US y Soxhlet).
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Se observa que no existe gran diferencia en los primeros valores de la humedad en base seca
respecto a la aw, siendo que para el Ultimo dato, el cambio es notable en la curva de la muestra
obtenida mediante el método Soxhlet, el tipo de isoterma es del tipo Il. Este tipo de isoterma es
el mas frecuente que se observa experimentalmente, siendo caracteristicas de fendmenos de
adsorcion fisica en multicapas sobre solidos no porosos. Presentan forma sigmoidal,
correspondiendo la formacion de la monocapa ademas a fendmenos de condensacion en los

microporos (Albella, et al. 1993).

Al observar la curva se tiene que para el Ultimo dato existe una diferencia de consideracion
donde se tiene que la harina residual por parte del Soxhlet presento una mayor capacidad de
absorcion de humedad, a comparacion con la harina del US esto porque en esta Gltima muestra,
la aplicacion de la técnica fue de 30 min lo que afecta el material, por lo que existio alteracion
de los diferentes grupos de la harina, disminuyendo de esta forma la capacidad de interaccion
con las moléculas de agua como se observa en la isoterma, a diferencia del Soxhlet dénde la
estructura no fue alterada por aplicacion de energia exterior, dejando mas sitios activos para las
uniones con las moléculas de agua. Por tanto el efecto aportado por la aplicacion del US se
hace evidente y aunque las isotermas dan informacion acerca de las condiciones a las cuales los
materiales pueden ser almacenados, en este trabajo lo importante fue analizar los efectos

propios del US.

3.5.1 Modelo de GAB

El supuesto basico del modelo de GAB es la formacion de multicapas de adsorcion en los
centros de adsorcion del sorbente. Las moléculas en la primera capa se unen a los centros de
adsorcion, y las moléculas en cada capa superior se unen a las moléculas adsorbidas en la

siguiente capa inferior (Vopicka, Randova y Friess, 2014).

Los valores de las diferentes constantes en harina residual de la técnica US y Soxleth se

observan en la Tabla 3.8.
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Tabla 3.8.- Valores de los pardmetros obtenidos a partir del modelo
de GAB para la harina residual del US v Soxhlet.

Parédmetros us Soxhlet
K 0.911 0.962
Mo (g agua/g m.s) 0.123 0.235
C 0.033 0.028

El parametro K es la energia de absorcion entre las moléculas en la segunda capa y las
moléculas de liquido, capas subsiguientes a la monocapa (Trejo, 2015), describe las
propiedades de adsorcidn de agua. Se tienen entonces que para la aplicacion del ultrasonido el
valor es menor, posiblemente al efecto ocasionado a los diferentes grupos dentro de la
composicion de la semilla, por lo tanto, en la adsorcién de moléculas de agua los grupos no
estan tan disponibles para crear las nuevas uniones, por otra parte el método Soxhlet no genera
mayores cambios dentro de la estructura de la semilla, asi con la aplicaciéon del secado de la
harina residual, el efecto no es tan evidente y el valor es mayor, las moléculas en multicapas,
tienen interaccion con el absorbente en valores energéticos similares a los que tienen las

moléculas de monocapa.

Para el valor de Mo representa la cantidad de agua sorbida en la monocapa se tiene que para el
US es la mitad que para la harina del Soxhlet, como lo es sabido por el efecto ocasionado a la
estructura de la harina residual, a comparacién con la muestra (Soxhlet) Sullivan y Murray,
(2015) encontraron que el tratamiento ultrasénico de proteinas en los alimentos se ha
relacionado con la afectacion a las propiedades fisicoquimicas, estructurales y emulsificantes
de un gran numero de fuentes de proteina, por lo que con el US la interaccion entre proteinas y

agua se ve afectada.

Respecto al pardmetro C que es la energia necesaria para que las moléculas de agua se liguen al
alimento en la aplicacion del Soxhlet indica una menor energia de enlace en humedades altas
de monocapa, esto se interpreta como que el proceso de adsorcion esta fuertemente localizado,

que las moléculas de agua permanecen mas tiempo en la primera capa y ademas esta humedad
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no estd disponible para actuar como disolvente o como para reaccionar Rosas, (2012) a
diferencia del US donde la energia requerida para los enlaces es un poco mayor debido a que el
método provoca cambios en la estructura molecular de las proteinas, que inducen a alteraciones
de los diferentes grupos, ademas modifica sus propiedades funcionales y estos cambios se
consideran estrechamente relacionados con modificaciones moleculares (Jiang, et al. 2014),
aun con esto las diferencias entre valores para las muestras no varian tanto, la implementacion
del US si presenta cambios pero no tan drasticos como se esperaba, posiblemente los efectos
propios del US la cavitacion solo afecto la superficie de la harina, y como tal la extraccién del
aceite se efectud por el mecanismo de esponja, ya que de acuerdo al valor del agua absorbida
en la monocapa el valor es casi la mitad en comparacion con el Soxhlet y el valor de Ky C son
muy cercanos, en la visualizacion de la harina residual mediante el microscopio estereoscopico
la harina para 5 min de extraccién no presenta un efecto considerable por el US, ademas por
microscopia electronica de barrido el material conserva uniformidad, aglomeracion y poca
diseminacion de los componentes, para un tiempo de 30 min el efecto si es de consideracion.
En otros estudios en harina de maiz se han obtenido valores para las constantes; Mo, C y K de:
0.082; 23.23; 0.62 y de 0.134; 3.03; 0.62, segun Vega, Lara y Lemus (2006) y Ramirez, et al.
(2014). Por tanto la utilizacion de este método es eficaz para la extraccion del aceite debido al

tiempo y ademas no genera efectos importantes en la harina residual.
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CONCLUSIONES

La aplicacion del US presentd ventajas sobre el método Soxhlet, a un tiempo de 5 min se
obtuvo casi todo el contenido de aceite de las semillas, el mecanismo predominante de
extraccion fue la constante expansion y contraccion de las células “efecto esponja”, esto se
confirmd en parte con la microscopia donde se observé poca diseminacion de la harina para el
tiempo de 5 min, con la microscopia electronica de barrido los efectos en la estructura de la
harina no son significativos, por lo tanto en el planteamiento del objetivo particular 1 donde se
pensaba gque con mayores tiempos de aplicacion del US se tendria el mayor rendimiento y dafio,
este se cumplié parcialmente ya que el mayor rendimiento se logré a el tiempo menor, sin
embargo por los efectos de la técnica, los cambios estructurales, se hicieron mas evidentes a

tiempos mayores.

Para el objetivo particular 2 donde la base fue la caracterizacion del aceite mediante la
aplicacion de 2 técnicas, la cromatografia en capa fina dio una separacion de los diferentes
componentes aunque es limitada ya que solo se comprueba la existencia del compuesto
teniendo las referencias, en este estudio el omega 3 y el acido oleico. Se comprobd la presencia
de los mismos pero con la calorimetria diferencial de barrido modulada, por tanto la hipotesis
se cumplié de forma satisfactoria, el MDSC utilizado para pruebas rapidas es de importancia

por la informacién que nos puede brindar.

En la aplicacion del modelo de GAB, dio como resultado que el efecto del US solo afecto la
superficie del material de acuerdo a la humedad de monocapa (Mo), la constante C y K son
similares para el US y el método Soxhlet, en la resolucion del objetivo 1 los resultados
corroboran estos datos, ademéas la hipétesis antes predicha se cumplié siendo que para un

tiempo de 5 min la energia necesaria para lograr la unién de las moléculas de agua es mayor

Se tiene entonces que el US tiene gran efecto sobre el rendimiento en la extracciéon de aceite
ademas el dafio al material no es tan significativo, la técnica como tratamiento da grandes
beneficios como se ha comprobado en otros estudios, concluyendo que la implementacion del

US es de gran importancia en la industria, investigacion y desarrollo por su utilidad.
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Recomendaciones

Investigar mas a fondo para determinar el mecanismo de difusién de acuerdo al objetivo
particular 1, aplicar las diferentes ecuaciones para el modelado de la isoterma respecto al
objetivo particular 3, aplicar tiempos menores de extraccion y caracterizar el contenido en

aceite por métodos instrumentales como espectrometria segun el objetivd particular 2.
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