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RESUMEN

Introduccion: El Aloe vera L. (sabila) de amplio uso en la medicina tradicional también posee
efectos antitumorales e inmunoestimulante. Sus hojas contienen polisacaridos (de reconocida
actividad anticancerigena) que se emplean como marcadores del control de la calidad del
extracto hidroalcohdlico (50 %) con el cual se elabora un jarabe. La extraccion asistida por
microondas es de reconocida importancia por la rapidez y la eficiencia en la obtencion de
fitoconstituyentes, comparado con los métodos convencionales.

Objetivo: Definir los pardmetros de operacion tiempo de extraccidon y potencia en la obtencion
del extracto hidroalcohodlico a partir de hojas secas de Aloe vera L. mediante la energia de las
microondas.

Meétodos: Se empled un horno de microondas doméstico modificado Sanyo EM-T109SS. El
estudio de los factores tiempo de irradiacion y potencia se realiz0 mediante un disefio de
superficie respuesta factorial multinivel 32. Se utilizo como variable respuesta el rendimiento
de polisacaridos totales determinados en base a manosa.

Resultados: Las condiciones 6ptimas fueron un tiempo de irradiacion de 3,1 min, una potencia
de 696 W y para un valor predicho de polisacaridos totales de 2,29 %, que no difiere
estadisticamente del valor experimental. Frente al método tradicional por maceracion (24 h'y
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1,03+0,23 % de rendimiento) la extraccion asistida por microondas demostré la superioridad en
cuanto a significativos ahorros de tiempo con mayor recobrado de polisacaridos.

Conclusiones: Los resultados mostraron que la extraccion asistida por microondas puede ser
empleada como un método eficiente para la obtencidon de extracto hidroalcoholico del Aloe
vera L.

Palabras clave: Aloe vera L.; extraccion asistida por microondas; polisacaridos; extraccion

solido-liquido.

ABSTRACT

Introduction: Aloe vera L. (aloe), widely used in traditional medicine, also has antitumor and
immunostimulant effects. Its leaves have polysaccharides (of recognized anticancer activity)
that are used as markers of quality control of the hydroalcoholic extract (50%) with which
syrup is made. Microwave-assisted extraction, compared to conventional methods, is of
recognized importance for the speed and efficiency in obtaining phytoconstituents.

Objective: To define the parameters of operation, extraction time and power in obtaining the
hydroalcoholic extract from dried leaves of Aloe vera L. through the energy of microwaves.
Methods: A modified Sanyo EM-T109SS domestic microwave oven was used. The study of
irradiation time and power factors was carried out using a design of 32 multilevel factorial
response surface. The yield of total polysaccharides determined on the basis of mannose was
used as a response variable.

Results: The optimal conditions were an irradiation time of 3.1 min, a power of 696 W and for
a predicted value of total polysaccharides of 2.29 %, which does not differ statistically from the
experimental value. Compared to the traditional method by maceration (24 h and 1.03+0.23%
yield) microwave-assisted extraction demonstrated superiority in terms of significant time
savings with greater recovery of polysaccharides.

Conclusions: The results showed that microwave-assisted extraction can be used as an efficient
method to obtain hydroalcoholic extract of Aloe vera L.

Keywords: Aloe vera L.; microwave-assisted extraction; polysaccharides; solid-liquid

extraction.
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Introduccion

La obtencion de extractos estandarizados de manera més econémica, segura y amigable con el
medio ambiente ha guiado a las investigaciones al desarrollo de nuevos métodos y tecnologias,
superiores a los metodos convencionales de extraccion. Por tanto, son objeto de investigacion
continua con el fin de optimizar, entre otros, los procesos de extraccion con la mejora y la
sustitucion de las tecnologias tradicionalmente empleadas.®39

Las microondas son radiaciones electromagnéticas no ionizantes. Su principal efecto cuando
interactan con un material receptivo es de naturaleza térmica. La rapidez en el calentamiento
es la principal ventaja de las microondas frente a los métodos tradicionalmente empleados.
También reduce los volumenes de extraccion, se obtienen altos recobrados de los compuestos
de interés y no contamina el medio ambiente. Mediante la aplicacién de esta tecnologia mas
limpia y segura se logran procesos extractivos de mayor factibilidad econdémica constituyendo
aspectos deseables de alcanzar en todo proceso de extraccién. Su empleo es objeto de creciente
interés en la extraccion de fitoconstituyentes con probadas actividades farmacoldgicas. 239
Aloe vera L. cominmente conocida como sabila, pertenece a la familia Liliaceae, de la cual
existen 180 especies, muchas procedentes del este y sur de Africa e introducida en Asia,
Europa y América. Ampliamente estudiada en relacion a su uso terapeutico en humanos ha sido
utilizada en la medicina por miles de afios.®

El gel obtenido del tejido parenquimatoso de las hojas se le ha comprobado propiedades como
cicatrizante, antiulceroso, antiviral, anticancerigeno, hipoglicemiente, hipolipemiante,
antiinflamatoria e inmonumoduladora.®®

Dentro de los metabolitos méas estudiados en el Aloe vera se encuentran los polisacaridos, que
representan el 30 % del peso seco del parénquima de la hoja, a los que se les atribuyen muchas
de las actividades bioldgicas que presenta la planta. EI acemanano (1,4 acetilmanano) es la
fraccion polisacérida mayoritaria presente en el gel, el cual es ha sido extensamente estudiado.
Esta reportado que posee efectos inmunoestimulantes ya que incrementa la actividad fagocitica,
asi como estimula los linfocitos al incrementar la sintesis de las citoquinas IL-1 e IL-6. De
igual forma potencia la transcripcion de los genes de algunas citoquinas y estimul la respuesta
de células CD4* Th2.68)

En el Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM) se produce el jarabe de
Aloe vera L, uno de los productos de mayor demanda en el mercado nacional. El extracto
hidroalcohdlico a partir de hojas secas se obtiene por maceracién con etanol al 50 % en la

planta de produccion del centro. Teniendo en cuenta lo referido anteriormente, el objetivo del
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trabajo fue evaluar las variables de proceso: tiempo de extraccion y potencia que influyen en la
obtencion del extracto hidroalcohdlico a partir de hojas secas de Aloe vera L. mediante el
empleo de la energia de las microondas y comparar este método de extraccion con el

tradicional.

Métodos

Material vegetal
Se emplearon hojas desecadas y fragmentadas (8 a 10 mm de tamafio de particulas) de Aloe
vera L. suministradas en febrero del 2010 procedentes de la Estacion Experimental de Plantas

Medicinales “Dr. Juan Tomas Roig” de San Antonio de los Bafios. Fueron identificadas por el

DrC. Victor Fuentes Fiallo con el nimero de herbario ROIG 4591.

Estudio de la influencia de la potencia y el tiempo de extraccion mediante la

extraccidn asistida por microondas
El proceso de extraccion se llevo a cabo en un horno de microondas doméstico modificado,
SHARP-4A56M, con un nivel de potencia maxima de 900 W, acoplado a un condensador. Los
parametros estudiados fueron: potencia y tiempo de irradiacion.
La evaluacion del tiempo y la potencia de realiz6 mediante la metodologia de superficie
respuesta (MSR) donde se empled un disefio factorial multinivel 32 de 11 experimentos en un
bloque. Se utiliz6 como disolvente etanol 50 % y una relacion disolvente/material vegetal de
12,6 mL/g. Los niveles de los factores estudiados fueron para el tiempo entre 1 y 5 min y para
la potencia entre 540 y 900 W.
Se emplearon 20 g de material vegetal en todos los casos. Los experimentos se realizaron en un
reactor de cristal esférico de un litro de capacidad (conectado a un condensador de serpentin
enchaquetado en posicion de reflujo) dentro de la cavidad del horno, colocado en el sitio de
mayor radiacion determinado previamente.( Al finalizar el proceso se separ6 el extracto del
residuo vegetal utilizando gasa y se filtré bajo presion reducida a través de telo filtrante.
A los resultados del disefio se les realizo un analisis de varianza (ANOVA) para determinar las
variables con diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Ademas, se
realiz6 un analisis de regresion multiple para determinar a partir del coeficiente de

determinacion (R2) y del coeficiente de determinacion ajustado (Adj. R2) si existe buena
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correlacion entre los valores obtenidos. Para el calculo del punto éptimo, un polinomio de
segundo orden se ajusté para la correlacion entre las variables independientes y la variable

respuesta (rendimiento de polisacaridos totales).

Extraccion por el método tradicional
La extraccion por el método tradicional se llevd a cabo en un reactor de cristal de fondo
esférico de 1 L de capacidad donde se utiliz6 20 g de material vegetal, con una relacion
12,6 mL/g de etanol al 50 %, durante 30 min con agitacién y a continuacion 24 h en
maceracion. Después se separd el extracto del residuo vegetal utilizando gasa y se filtrd bajo

presion reducida a través de telo filtrante. EI ensayo se realizé por duplicado.

Determinacion del contenido de polisacaridos totales
El contenido de polisacaridos totales (Pt) se realizd basado en la determinacién
espectrofotométrica de la concentracion de carbohidratos totales mediante la hidrdlisis y la
deshidratacién de los carbohidratos por accion del acido sulfarico concentrado. A consecuencia
de este proceso, se forman derivados del furfural y en presencia de fenol se produce un
complejo de color amarillo-naranja con absorciéon maxima a 490 nm. Se emple6 manosa como

patron de referencia.®

Rendimiento de polisacaridos totales

El rendimiento de polisacaridos totales expresados en porcentaje (%) se calcul6 por la siguiente

formula:®

m(Pft)= Vf« c(Pft) * 100
g (MV)

m(Pft): Masa de polisacaridos totales extraidos (g); Vf: Volumen final del extracto (mL); c(Pft): Concentracion final de polisacaridos totales en

el extracto % (g/100 mL); g(MV): Masa de material vegetal (g); 100: Coeficiente para el expresar el resultado en porcentaje.

Resultados

Optimizacion de la potencia y el tiempo de extraccion
En la tabla 1 se muestran las corridas experimentales del disefio en forma aleatoria con los

resultados de la variable respuesta, donde se evidencia que los rendimientos de polisacaridos
varian desde 1,5 % hasta 2,37 %.
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Tabla 1 - Resultados del disefio experimental

Corrida Tiempo | Potencia Rendimiento de
experimental (min) (W) polisacaridos totales (%6)
1 5,0 900,0 1,28

2 10 540,0 1,15

3 5,0 540,0 1,65

4 1,0 900,0 1,61

5 10 720,0 1,38

6 3,0 540,0 2,10

7 900,0 1,69

8 5,0 720,0 1,60
9-11* 3,0 720 2,37+0,10

" promedio de los tres experimentos expresados como X+SD.

Mediante la aplicacion del analisis de regresién mdaltiple a los datos experimentales las
variables respuestas y las variables independientes se correlacionan a un polinomio de segundo

orden como se muestra en la siguiente ecuacion:

Rendimiento de polisacaridos totales=-4,537+1,44816 tiempo+0,013082"potencia-0,166776 tiempo”2-
0,000576389 tiempo“potencia-0,00000808967 potencia™2

El analisis de variancia (ANOVA) del modelo de regresion cuadratico muestra que los valores
del coeficiente de determinacion (R2) y del coeficiente de determinacion ajustado (Adj. R2)
fueron 90 y 80 % de manera respectiva, lo que sugiere un alto grado de correlacion entre los
valores observados y predichos, indicativo de un buen ajuste. De igual modo se evidencié que
el parametro que tiene influencia estadisticamente significativa sobre la variable respuesta es la
interaccion cuadrética del tiempo (p=0,0032), corroborandose mediante el diagrama de Pareto
(Fig. 1) donde se puede observar que su influencia es en forma negativa.

88,

BB

AB

A tiempo

B: potencia

Efectos estandarizados

Fig. 1 - Diagrama de Pareto para el rendimiento de polisacaridos totales.
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En el grafico de efectos principales (Fig. 2) se demuestra que el rendimiento se incrementa al

aumentar el tiempo hasta un punto donde posteriormente comienza a decaer.

Rendimiento de polisacaridos totales
2,3

2;1

1,9

1,7

| L L L B
IIIlIIIlIIllIIIIl

1,5

1,0 5,0 540,0 Q00,0
Tiempo Potencia

Fig. 2 - Grafico de efectos principales para el rendimiento de polisacaridos totales.

Los resultados del grafico de superficie respuesta (Fig 3) demuestra que existe un maximo
global el cual corresponde a las condiciones mas favorables para la extraccion de polisacaridos
totales con un tiempo de irradiacién de 3,1 min y la potencia de 696 W, para un valor predicho
de polisacéridos totales de 2,29 %. No difiere estadisticamente del valor experimental obtenido
para el nivel medio de los factores estudiados (tiempo de 3 de min y potencia de 700 W), con
un valor de 2,37+0,10 %.

Rendimiento de polisacdridos totales

1,2

| Potencia (W)
940

Tiempo {min)

B 0,0-0,24 1,2-1,44
0,240,495 M 1,44-1,69
W 0,48-0,72 1,68-1,92

0,720,959 M 1,92-2,16
0,96-1,2 WM 2,16-2,4

Fig. 3 - Gréfico de superficie respuesta para el rendimiento de polisacéridos totales.
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Comparacion de la EAM con el método convencional de extraccion
En la tabla 2 se muestran los valores del tiempo de extraccion y el rendimiento de extraccion de

polisacaridos que se tuvo en cuenta para el anélisis de los métodos de extraccion.

Tabla 2 - Comparacion del método de extraccion tradicional con la extraccion asistida por microondas

Parametros Tradicional Microondas
Tiempo de extraccion 24 h 3 min
Rendimiento de 1,03+0,23 2,37+0,10

polisacaridos totales (%)

Existe una gran diferencia en el tiempo en que el cual se lleva a cabo la extraccion de
polisacaridos contenidos en las hojas. Al emplear el método de extraccion por microondas el
tiempo de extraccion fue de 3 min, 490 veces mas répido en comparacion con el método
tradicional.

Mediante el proceso tradicional el rendimiento de la extraccion fue de 1,03+0,23 %, y existen
diferencias estadisticamente significativas entre ambos métodos (p=0,0010). El rendimiento
obtenido con el microondas es 2,3 veces mayor que el obtenido por el método tradicional.

Discusién

La metodologia de superficie de respuesta ha sido empleada para la optimizacion de los
parametros de extraccion de diferentes compuestos a partir de matrices vegetales utilizando
diversas técnicas de extraccion incluyendo las microondas. Como protocolo experimental
estadistico, optimiza los parametros de procesamiento de una manera eficiente y permite
interpretar de forma facil el efecto de las variables y su interaccion, %1

La variable del proceso que tiene efecto significativo sobre la extraccion de polisacaridos a
partir de hojas secas de Aloe vera L. al emplear la energia de las microondas es el tiempo. En el
rango estudiado, el rendimiento de polisacaridos se incrementa rapidamente al aumentar el
tiempo de extraccion hasta un méximo de 3,1 min. Este fenomeno podria explicarse debido a
que el aumento del tiempo de extraccion incrementa la efectividad del proceso debido a que la
accion del microondas favorece la penetracion del solvente dentro de la matriz sélida. Esta
penetracion se lleva a cabo de forma rapida al inicio del proceso de extraccién debido a la
ruptura celular provocando la desabsorcion de los polisacéridos, difundiéndolos al medio

circundante.(213)
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Esta demostrado que la principal ventaja del proceso de extraccion por microondas es la
aceleracion cinética de la disolucion de los metabolitos como consecuencia de los procesos
calorificos rapidos que ocurren cuando un campo de microondas se acerca a una muestra.®
Posterior al tiempo de 3,1 min el rendimiento decae, lo cual presupone que una exposicion de
tiempo excesiva pudiera provocar la degradacion de los polisacéridos debido la alta
temperatura interna que se genera por la accion de las microondas. 419

Al analizar la potencia no se evidencié un efecto estadisticamente significativo sobre el
rendimiento de polisacaridos totales bajo las condiciones de estudio. Sin embargo, a medida
que se incrementa la potencia de las microondas, aumenta el rendimiento hasta un maximo,
producto del aumento de la rotacion de los dipolos y con ello la energia cinética de las
particulas. Se genera un incremento de la energia calorifica de la muestra y por tanto la
solubilidad de los compuestos a extraer.

Teniendo en cuenta la operatividad del equipo no es posible reproducir las condiciones 6ptimas
teoricas. Sin embargo al realizar el proceso bajo condiciones adecuadas de 3 min'y 700 W de
potencia se obtuvo un valor de 2,37+0,10 %. Este resultado se encuentra estrechamente
asociado con el teodrico predicho de 2,29 %, por lo cual los resultados confirman la validacion
de la ecuacion del modelo.*®

Mediante la extraccion asistida por microondas se logran mejores resultados desde el punto de
vista del rendimiento como en la velocidad de extraccion respecto al método de obtencidn
tradicional por maceracién en la obtencién del extracto hidroalcohdélico a partir de hojas secas
de Aloe vera L.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores se demuestra la principal ventaja de las
microondas en cuanto a la disminucion drastica de los tiempos de extraccion con un elevado
recobrado de los metabolitos de interés. Es un método factible para su implementacion
industrial por su bajo costo y mantenimiento.!” La EAM puede ser empleada como una via

de extraccion eficiente para la obtencién del extracto hidroalcohdlico del Aloe vera L.
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