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RESUMEN 

 

En el presente trabajo se estudió el efecto de distintos tipos de pre-tratamientos de un sustrato 

vegetal  sobre el rendimiento de extracción de aceites esenciales y capacidad antioxidante de los 

extractos obtenidos, usando dióxido de carbono supercrítico (SC-CO2) a dos presiones 108 y 192 

bar y temperatura 52 °C. Como sustrato vegetal se utilizó hojas de Leptocarpha rivularis 

conocidas como “palo negro”. Se aplicaron tres distintos pre-tratamientos los cuales fueron: 

molienda convencional, molienda a baja temperatura y descompresión rápida con CO2 

supercrítico. Como método de comparación se realizó la hidrodestilación con hojas enteras de L. 

rivularis. El sustrato utilizado para la descompresión rápida con CO2 supercrítico tuvo un tamaño 

promedio de partícula mayor ya que se  hicieron pasar por un tamiz de abertura 2,36 mm. Este 

mayor tamaño de partícula, resultó en un valor bajo de densidad verdadera y valores bajos de 

porosidad de lecho empacado. La descompresión rápida con CO2 supercrítico fue el pre-

tratamiento que entregó mayor rendimiento de extracción de aceites esenciales a 108 bar (41,48 g 

aceite/kg sustrato) y a 192 bar (51,09 g aceite/kg sustrato). Esto podría explicarse por la selectiva 

ruptura de los tricomas que son las glándulas que almacenan los aceites esenciales y se 

encuentran en hojas de la familia Asteraceae y Lamiaceae. Le siguió en rendimiento de 

extracción la molienda a baja temperatura con valores de  31,85 g aceite/kg sustrato (108 bar) y 

43,00 g aceite/kg sustrato (192 bar). La molienda convencional obtuvo valores de 14,19 g 

aceite/kg sustrato (108 bar) y 21,79 g aceite/kg sustrato (192 bar). Este valor es muy bajo 

comparado con los otros pre-tratamientos. Del mismo modo se encontró que la mayor actividad 

antioxidante se obtuvo en el pre-tratamiento por molienda a baja temperatura a 192 bar 

siguiéndole la descompresión rápida. Al comparar la extracción supercrítica con la 

hidrodestilación, se observó que en esta última se obtuvo una mayor cantidad de fenoles 

comparado con la extracción supercrítica, debido a que los fenoles son más solubles  en agua. 

Esto evidenció una buena actividad antioxidante del extracto obtenido por hidrodestilación, 

medida por la reducción de hierro III (FRAP), con un valor de 2,03 µmol trolox/mg aceite. Sin 

embargo el extracto obtenido por hidrodestilación, presentó bajos valores de rendimiento y baja 

actividad antioxidante medida por el método DPPH y β-caroteno. El análisis de varianza entregó 

resultados que indican que las variables pre-tratamientos y presión afectaron significativamente 

(α=0,05) sobre las respuestas rendimiento de extracción y actividad antioxidante (DPPH y β-

caroteno). No ocurriendo lo mismo con la respuesta actividad antioxidante medida por el método 

de reducción del hierro III (FRAP)  y contenidos de fenoles totales (método Folin). 
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

La Leptocarpha rivularis conocida también como “palo negro”, es una planta endémica, que 

crece entre el Maule y Valdivia, en lugares húmedos y expuestos al sol, como cursos de agua y en 

la orilla de los bosques (Hoffmann, 2005). Los extractos de L. rivularis son usados como 

tratamiento para diferentes enfermedades y se basa en la medicina ancestral mapuche. Estos 

extractos corresponden principalmente a aceites esenciales. Los aceites esenciales tienen usos 

terapéuticos en la medicina humana debido a su propiedades anticancerígenas, anticonceptivas, 

antiflogísticas, antivirales, antibacterianas y antioxidantes (Teixeira et al., 2013). Los principales 

compuestos de aceites esenciales de plantas son terpenos, monoterpenos (C10), que pueden 

constituir más del 80% del aceite esencial, y sesquiterpenos (Fornari et al., 2012). 

Efectivas tecnologías para extraer y aislar aceites esenciales a partir de materias primas están 

adquiriendo mucha atención en la investigación y el desarrollo. Los enfoques tradicionales para 

recuperar el aceite esencial de la matriz de la planta incluyen métodos de extracción por arrastre 

con vapor,  hidrodestilación y extracción con solventes. Una de las desventajas del arrastre con 

vapor y los métodos de hidrodestilación está relacionada con la termolabilidad de los 

componentes de aceite esencial, que se someten a la alteración química debido al efecto de las 

altas temperaturas aplicadas (cercana a la temperatura de ebullición del agua) (Fornari et al., 

2012). Además, del bajo rendimiento por pérdidas de compuestos volátiles y tiempos de 

extracción prolongados. Uno de los principales problemas de la extracción por arrastre con vapor 

es la degradación de compuestos insaturados por acción del calor, mientras que para la extracción 

con solvente el principal problema es la incorporación al producto de residuos tóxicos  

provenientes del solvente (Pérez, 2005). 

Por esta razón es de interés el investigar nuevas tecnologías que permitan mejorar la calidad de 

los extractos, como la extracción con fluido supercrítico utilizando dióxido de carbono (CO2) 

como solvente, esta metodología ha sido ampliamente estudiada para la separación de aceites 

esenciales desde extractos herbáceos.  

Para la extracción de aceites esenciales, es importante aplicar pre-tratamientos al substrato 

vegetal a fin de lograr la destrucción de barreras microestructurales del  tejido vegetal y mejorar 

la velocidad de extracción (Fornari et al., 2012). Por esta razón, es posible pensar en minimizar 
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las pérdidas en la extracción de aceites esenciales aplicando diferentes tipos de pre-tratamientos 

ya que las pérdidas pueden variar según la técnica de extracción. 

La molienda convencional corresponde a la reducción de tamaño de las partículas del substrato 

vegetal en un molino. Una desventaja de la molienda convencional es el incremento de la 

temperatura por fricción ya que afecta la estabilidad y pérdida de los componentes volátiles del 

aceite esencial (Mella, 2002). Como alternativa está la molienda a baja temperatura. Esta técnica 

consiste en el pre-enfriamiento de la materia prima o el mantenimiento de baja temperatura 

dentro del molino de tal manera de reducir las pérdidas de aceites volátiles y posteriormente 

someterlo a molienda. 

Sandoval (2008), ha estudiado el tratamiento de hojas de boldo y orégano por rápida 

descompresión con CO2 para la ruptura de tricomas, que son órganos que producen y contienen 

los aceites esenciales. En este pre-tratamiento, el substrato se expone al CO2 comprimido a una 

determinada presión estática, y el gas penetra y se disuelve en el aceite intracelular hasta que se 

alcanza el límite de solubilidad. Durante la descompresión rápida, el gas disuelto se desorbe de la 

fase de aceite y se descarga rápidamente. La incapacidad de los tricomas para descargar el gas, a 

una velocidad establecida por la pérdida de solubilidad en el aceite con la descompresión, genera 

un gradiente de presión a través de la pared celular que pueden conducir a su ruptura (Gaspar et 

al., 2003). Existe interés en buscar pre-tratamientos de substratos vegetales que reduzcan las 

pérdidas de componentes volátiles, mejoren el rendimiento y la composición de los aceites 

esenciales.  

En este contexto, se propone estudiar la extracción de aceite esencial de hojas de L. rivularis 

usando pre-tratamientos de molienda convencional, molienda a baja temperatura y  

descompresión rápida con CO2, para luego extraer a dos presiones distintas con el propósito de 

aumentar el rendimiento de extracción de aceite esencial y la calidad del extracto.  
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1.1. Objetivos 

 Objetivo general 1.1.1

El objetivo general es estudiar la aplicación de distintos pre-tratamientos sobre hojas de L. 

rivularis y su efecto sobre el rendimiento de extracción de aceite esencial usando dióxido de 

carbono (CO2) supercrítico. 

 Objetivos específicos 1.1.2

- Evaluar el efecto de los distintos pre-tratamientos sobre el rendimiento de extracción  

- Evaluar el efecto de los distintos pre-tratamientos y presión sobre la actividad 

antioxidantes de aceites esenciales obtenidos con CO2 supercrítico. 

- Establecer si existen diferencias en el rendimiento y la actividad antioxidante, entre los 

extractos obtenidos con CO2 supercrítico y  los obtenidos por hidrodestilación. 
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CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES  GENERALES 

2.1. Materia prima 

La Leptocarpha rivularis conocida también como “palo negro”, es una planta endémica, que 

crece entre el Maule y Valdivia, en lugares húmedos y expuestos al sol, como cursos de agua y en 

la orilla de los bosques (Hoffmann, 2005). Es un arbusto siempreverde que puede alcanzar hasta 

2 m de altura. Hojas de hasta 10 cm, y flores de 2 cm de diámetro, amarillas. Florece entre 

primavera y verano, mientras que fructifica en otoño (Riedemann y Aldunate, 2003). Los 

extractos de L. rivularis perteneciente a la familia Asteraceae han sido usados en la medicina 

nativa de Chile como agente estimulante, carminativo y para el tratamiento de desórdenes 

gástricos.  

 

 

 

Figura 2.1 Hojas de palo negro (Leptocarpha rivularis) 

 

 

2.2. Aceites esenciales (AE) 

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volátiles que se encuentran en 

muchas especies vegetales y son responsables de su olor característico. Los terpenos son el 

componente fundamental de los aceites esenciales. Con el nombre de terpenos se conoce a un 

grupo importante de componentes vegetales que tienen un origen biosintético común. Todos, 

aunque con estructuras químicas muy distintas, proceden de la condensación, en número variable, 

de unidades isoprénicas (Figura 2.1) (Yoshikawa et al., 1996). Entre sus distintas formas se 

encuentran hidrocarburos monoterpenos (C10H16), monoterpenos oxigenados (MT), 
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sesquiterpenos (ST), sesquiterpenos oxigenados (C15H28) que  presentan la característica de ser 

muy volátiles, y compuestos de alto peso molecular (di-y triterpenos, ceras, pigmentos, 

etc.) (Gañán y Brignole, 2013). Estas sustancias también han demostrado poseer múltiples 

propiedades funcionales como capacidad antioxidante (Milan et al., 2008) y capacidad 

antimicrobiana (Tatsadjieu et al., 2010). 

En términos generales los aceites esenciales están compuestos por más de setenta diferentes 

componentes (Russo et al., 1998). Los componentes mayoritarios, entre ellos monoterpenos, 

pueden constituir por encima del 85% de la composición del AE mientras que otros componentes 

se encuentran en forma de trazas (Bauer et al., 2001). Es muy importante el papel que juegan 

estos compuestos minoritarios ya que existen evidencias de que estos componentes contribuyen 

de manera significativa a las propiedades funcionales que el aceite esencial pueda presentar 

debido al posible sinergismo entre distintos componentes (Burt, 2004). 

 

 

 

Figura 2.2 Isopreno (estructura química C5H8) principales compuestos de aceites esenciales 

 

 

Los aceites esenciales en las plantas pueden encontrarse en diferentes células, en canales  

secretorios,  glándulas o en los tricomas (Stashenko, 2009) y el tipo de estructura secretora es 

específico de la familia de plantas o especies (Zizovic et al., 2007).  Este tipo de conducto 

secretor son alargadas cavidades que a menudo se ramifican para crear una red que se extiende 

desde las raíces a través del vástago de las hojas, flores y frutas y se pueden encontrar en todas 

las especies de las familias de Asteráceas, Lamiaceae (Stashenko, 2009) y en las familia de 

Apiaceae (Umbelliferae) (Zizovic et al., 2007). Estos conductos secretores se encuentran en la 

parte mesófila de la hoja en el tallo y corteza. Los tricomas glandulares se forman generalmente 

de un pedúnculo biseriado con una cabeza de una a muchas células. En el tipo más común, el 

pedúnculo está formado por cinco pares de células. La secreción de los conductos se compone de 
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aceites esenciales, lípidos, resinas, lactonas de sesquiterpeno, alcaloides, sustancias similares a la 

pectina, taninos y flavonoides (Bartoli et al., 2011). 

 

2.3. Capacidad antioxidante  

Hoy en día, el interés en antioxidantes naturales ha aumentado considerablemente para uso en 

alimentos, productos cosméticos y farmacéuticos, principalmente para reemplazar a los 

antioxidantes sintéticos que están siendo restringidos debido a sus efectos tóxicos. Plantas 

aromáticas y medicinales son la fuente de antioxidantes naturales gracias a sus principales 

metabolitos secundarios como los polifenoles y aceites esenciales, en este sentido la actividad 

antioxidante de las plantas esta principalmente representada por los compuestos activos del aceite 

esencial presente en ellos. La cantidad de tales compuestos depositados en cada parte de la planta 

es normalmente diferente (Wannes et al., 2010).  

Un radical libre es una especie química definida, una molécula o fragmento de molécula, que 

contiene uno o más electrones desapareados en su orbital externo lo que lo convierte en un 

compuesto altamente inestable y fugaz con gran capacidad de formar otros radicales libres por 

reacciones químicas en cadena (Halliwell, 1996). Los compuestos fenólicos pueden actuar 

eliminado los radicales libres o previniendo su formación, estos tienen la potencial capacidad de 

pérdida de un átomo de hidrógeno y/o un único electrón (debido a la estabilidad de la resultante 

de los radicales libres) exhiben considerables actividades antioxidantes, además de poseer 

propiedades como quelante de metales (debido a la presencia de grupos funcionales hidroxilo y 

carbonilo en sus estructuras) (Ebrahimabadi et al., 2010). 

Por otro lado, la actividad antioxidante de los aceites esenciales puede atribuirse a la presencia de 

hidrocarburos antioxidantes como monoterpenos y/o sesquiterpenos, que también pueden actuar 

como antioxidantes. Éste es el motivo por el cual se considera que los aceites esenciales que no 

contienen fenoles presentan actividad antioxidante (Tafurt, 2005). El mecanismo de la acción 

antioxidante de los aceites esenciales no se conoce con certeza, sin embargo se ha mostrado que 

algunos aceites esenciales y sus fito constituyentes poseen la capacidad de atrapamiento de 

radicales libres igual o superior a la de antioxidantes sintéticos como la vitamina E, el trolox y el 

ácido ascórbico (Veillet et al., 2010). Aunque el mecanismo de la acción antioxidante de los 

aceites esenciales no se conoce con toda certeza, en un estudio realizado por Foti y Ingold, (2003) 

se muestra que el γ-terpineno (hidrocarburo monoterpénico) presente en varios aceites esenciales, 
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actúa como antioxidante al retardar la peroxidación del ácido linoleico, porque los radicales 

peroxilo formados a partir de éste (HOO*) reaccionan rápidamente con los radicales peroxilo del 

ácido linoleico (LOO*). De tal forma que se disminuye la concentración de los radicales peroxilo 

del ácido linoleico (LOO*). Es decir  la presencia de hidrocarburos antioxidantes monoterpenos 

y/o sesquiterpenos, también pueden actuar como antioxidantes a través de mecanismos similares 

a los propuestos por Foti y Ingold, (2003). En este mismo sentido Sonsuzer et al. (2004) 

investigó que en plantas de las familia de las Lamiaceae a presión de 200 bar se extraen 

compuestos activos como sesquiterpenos, por lo que  la habilidad de donar átomos de hidrogeno 

o electrones al electrón impar del DPPH de los aceites esenciales podría estar asociado 

principalmente a los compuestos activos pesados como  hidrocarburos sesquiterpénicos y 

sesquiterpenos oxigenados que son co-extraídos a alta presión (Sonsuzer et al., 2004), 

provocando una disminución de la absorbancia proporcional a la concentración y actividad de 

dicho antioxidante en las mediciones (Brand-William et al., 1995). Estos compuestos 

(hidrocarburos sesquiterpénicos y sesquiterpenos oxigenados) son también los principales 

contituyentes en aceites esenciales de hojas de plantas pertenecientes a la familia Asteraceae 

además de presentar también los mismos conductos secretores.  

Es sabido por tanto que los aceites esenciales están formados en su mayoría por monoterpernos 

(C10), constituyendo hasta un 90% de los aceites esenciales siendo frecuentes en familias de 

angiospermas como Apiaceae, Asteraceae, Laminaceae, Myristaceae, Myrtaceae, Poaceae y 

Rubiaceae  (Guenther, 1972). Hasta ahora, el proceso de extracción de estos compuestos es un 

paso previo necesario para estudio de la capacidad antioxidante, la que posteriormente puede ser 

estudiada en diferentes modelos (Yahya et al., 2005). 

Los antioxidantes pueden desactivar radicales por dos mecanismos principalmente: transferencia 

de átomos de hidrógeno y transferencia única de electrones. La transferencia de átomos de 

hidrogeno mide la habilidad clásica de un antioxidante (AH) de extinguir radicales libres por 

donación de hidrógenos (Prior et al., 2005).  Así mismo el método de transferencia única de 

electrones detecta la habilidad de un potencial antioxidante (AH) de transferir un electrón, 

reduciendo cualquier compuesto incluyendo metales, carbonilos y radicales (Prior et al., 2005). 

Los resultados finales son los mismos independientemente del mecanismo, pero la cinética y 

potencial de las reacciones difieren (Prior et al., 2005; Antolovich et al., 2002; Moon y 

Shibamoto, 2009). 
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Finalmente pero no menos importante es importante mencionar que muchas veces la 

comparación entre resultados de actividad antioxidante, aun correspondiendo al mismo método 

de medida, se deben efectuar con precaución; ya que pueden existir cambios en la temperatura 

del ensayo, sus condiciones de realización, en el modo de combinar las muestras con los reactivos 

(tiempo de exposición de los compuestos activos a los reactivos) y en la metodología empleada 

en la extracción (tamaño de partícula, ciclos de extracción, modo de agitación de la muestra, 

relación muestra: solvente, etc.) (Bompadre et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2000). 

2.4. Fluido supercrítico 

Los fluidos supercríticos son producidos por el calentamiento de un gas por encima de su 

temperatura crítica o la compresión de un líquido por encima de su presión crítica, tal como se 

observa en la Figura 2.3 (Esquivel y Vargas, 2007). En estas condiciones, el volumen molar es el 

mismo, con independencia de si la forma original es un líquido o un gas, el fluido supercrítico 

puede ser utilizado para extraer ingredientes activos o analitos de diversas plantas. 

 

 

 

Figura 2.3 Diagrama de fases para una sustancia pura 

 

 

En este sentido los fluidos supercríticos han recibido mayor atención en varios procesos químicos 

debido a sus propiedades únicas intermedias entre las de los gases y los líquidos. Por ejemplo, la 

viscosidad de un fluido supercrítico es, generalmente, comparable a la de un gas, pero dos 
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órdenes de magnitud menor que la de un líquido, mientras que su difusividad está entre la de un 

gas y un líquido. Los fluidos supercríticos poseen propiedades de gas como propiedades de 

transporte y las densidades como de líquido y, por lo tanto, se han utilizado ampliamente para 

aplicaciones de extracción (Huang et al., 2005). Adicionalmente, puede cambiar rápidamente la 

densidad con pequeños cambios en la temperatura o presión. Estas propiedades lo hacen 

conveniente como un sustituto de los solventes orgánicos en los procesos de extracción (Velasco 

et al., 2007). 

Otras de las ventajas de utilizar fluidos supercríticos son: a) Poseen alto coeficiente de difusión y 

viscosidad más baja que los líquidos; b) Ausencia de tensión superficial, la cual aumenta la  

operación de extracción dada la rápida penetración de estos al interior de los poros de la  matriz 

heterogénea; c) La selectividad durante  la extracción puede ser manipulada dada la variación de 

las diferentes condiciones de temperatura y presión afectando la solubilidad de varios 

componentes en el fluido supercrítico; d) La extracción con fluidos supercríticos no deja residuos 

químicos; e) La  extracción con CO2 supercrítico permite su fácil recuperación por procesos de 

reciclaje (Velasco et al., 2007). 

Entre las tecnologías innovadoras del proceso, la extracción con fluidos supercríticos (EFS) es la 

aplicación más estudiada. En general la EFS se realiza generalmente utilizando CO2 supercrítico 

por varias razones prácticas: el CO2 tiene presión crítica moderadamente baja (74 bar) y 

temperatura baja (32 °C) señalado en la Tabla 2.1, no es tóxico, no es inflamable, disponible en 

alta pureza a un costo relativamente bajo, y se elimina fácilmente del extracto. El 

CO2 supercrítico tiene una polaridad similar al pentano líquido y de este modo es adecuado para 

la extracción de compuestos lipófilos. Por lo tanto, teniendo en cuenta la característica lipofílica 

de aceites esenciales de plantas, es obvio que la EFS utilizando CO2 surge como una alternativa 

adecuada ambientalmente amigable para la extracción de aceites esenciales (Fornari et al., 2012).  
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Tabla 2.1 Parametros criticos de diferentes sustancias potencialmente utiles como fluidos                    

supercríticos. 

Sustancia Tc (°C) Pc (KPa) ρ (kg/m
3
) 

Agua 374,2 21480 320 

Amoniaco 132,5 10990 230 

butano 152,0 7060 230 

Dioxio de 

carbono 
31,1 7200 470 

Etanol 243,3 7200 280 

Etileno 11,0 4760 200 

Metano 0,8 4600 170 

metanol 239,0 7890 270 

Pentano 196,0 3290 230 

Propano 96,7 4240 220 

Adaptado por Reglero et al. (2005) 

 

 

2.5. Extracción de aceites esenciales 

 Extracción supercrítica con CO2  2.5.1

Desde un tiempo se han desarrollado  varias técnicas nuevas para la extracción de  solutos de 

matrices sólidas, entre ellas se  tiene la extracción con fluidos supercríticos con el objeto de 

acortar  el tiempo de extracción, disminuir el consumo  de solvente, aumentar el rendimiento de  

extracción y mejorar la calidad del extracto (Velasco et al., 2007). 

Es una técnica sencilla, donde el material vegetal se empaca en una cámara de acero inoxidable a 

través de la cual se hace circular un fluido en estado supercrítico (CO2), que actúa como solvente 

y permite separar los componentes volátiles del material vegetal. El fluido, luego, se elimina por 

descompresión hasta alcanzar la presión y la temperatura ambiente. Finalmente, se obtiene un 

extracto cuyo grado de pureza depende de las condiciones de extracción. Las ventajas de esta 

técnica son que se evita la degradación térmica de los componentes, hay mayor rendimiento en la 

extracción, y, presumiblemente, no hay cambios químicos de los componentes (Dean, 1998). 

Otras de las grandes ventajas de la extracción utilizando CO2  supercrítico es la ausencia de 

residuos y la fácil recuperación del disolvente, así como los menores peligros y riesgos y, en 

ciertos casos ahorros de energía sustanciales respecto a extracción o destilación convencionales 

(del Valle y Aguilera, 1999).  
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El CO2 es el fluido supercrítico más utilizado debido a que sus condiciones críticas son 

relativamente fáciles de alcanzar y se consigue con diferentes grados de pureza, se puede trabajar 

a baja temperatura y, por tanto, se pueden separar compuestos termolábiles ayudando a prevenir 

la degradación térmica de ciertos componentes químicos del alimento cuando son extraídos 

(Velasco et al., 2007). De hecho, las presiones moderadas (90-120 bar) y temperaturas (35-50 ° 

C) son suficientes para solubilizar los compuestos de aceites esenciales. Sin embargo, en algunos 

casos, las presiones más altas se aplican para contribuir a la ruptura de las células vegetales y la 

liberación de otras sustancias tales como ceras cuticulares que son co-extraídos además de otras 

sustancias co-extraídos de mayor peso molecular (Fornari et al., 2012), esto guarda relación con 

que a temperatura constante, y aumentando la presión se aumenta también la densidad del CO2 

supercrítico, aumentando el poder disolvente. Como la densidad aumenta, la distancia entre las 

moléculas disminuye; por lo tanto, la interacción entre los analitos y CO2 aumenta, lo que lleva a 

una mayor solubilidad de estos analitos en el CO2 (Bimakr et al., 2010). 

En este sentido el parámetro más relevante en el proceso de extracción de la matriz de la planta es 

la presión de extracción, que puede ser utilizado para sintonizar la selectividad del disolvente 

supercrítico. Con respecto a la temperatura de extracción, en el caso de compuestos termolábiles 

tales como los que comprenden los aceites esenciales, los valores se deben establecer en el 

intervalo de 35-50 °C, por ejemplo, en las proximidades del punto crítico y tan bajo como sea 

posible para evitar la degradación (Fornari et al., 2012). En Tabla 2.2 se muestra evidencia de 

extracción de aceites esenciales utilizando CO2 supercrítico a diferente presión y temperatura. 

La EFS de un soluto a partir de una materia prima sólida en general puede implicar tres etapas 

diferentes: transferencia de masa interna, de equilibrio de fase y de transferencia de masa 

externa. Por lo tanto, el rendimiento de extracción de aceite puede ser altamente afectada por 

parámetros operacionales tales como: pre-tratamiento, presión de extracción y temperatura 

(Rebolleda et al., 2012). 

Por otra parte, la extracción de aceites esenciales con fluidos supercríticos, se puede realizar a 

temperaturas de alrededor de 50 °C, preservando así la composición de aceite y sus propiedades 

originales (Zizovic et al., 2007). Además, que muestra una evidente diferencia en calidad del 

aceite obtenido por este medio en comparación con los aceites extraídos con métodos 

tradicionales (Velasco et al., 2007). 
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Tabla 2.2 Evidencia de extracción de aceites esenciales utilizando CO2 supercrítico. 

Materia prima 

Condiciones de extracción 

Referencia 
Temperatura 

(ºC) 

Presión  

(bar) 

Anís (Pimpinella anisum L.) 30 80-180 Rodrigues et al. (2003) 

Pimienta negra (Piper nigrum L.) 30-50 150-300 Ferreira et al. (1999) 

Acmella oleracea (hojas) 50 250 Dias et al. (2012) 

Hojas  Eucaliptus ( Eucalyptus 

tereticornis) 
10-25 66,7-78,5 Rodrigues et al. (2002) 

Hojas de romero (Rosmarinus 

officinalis L.) 
38, 48 100, 160 Coelho et al. (1997) 

Hojas de tomillo (Thymus vulgaris) 40 200 
Viera de Melo et al. 

(2000) 

Hojas de yerba mate (Ilex 

paraguariensis) 
40, 70 100-400 Saldaña et al. (2002) 

Hojas de romero (Rosmarinus 

Officinalis) 
100 350 Celiktas et al. (2007) 

Tomillo (Thymus vulgaris) 40 115 Babovic et al. (2010) 

Hisopo (Hyssopus officinalis) 40 115 Babovic et al. (2010) 

Flores de manzanilla (Chamomilla 

recutita L.) 
30, 40 100-200 Povh et al. (2001) 

 

 

 Métodos convencionales de extracción de aceites  2.5.2

2.5.2.1 Extracción con disolventes 

Las tecnologías tradicionales para la producción de extracto de plantas incluye la extracción 

soxhlet, utilizando diferentes tipos de disolventes: variando el disolvente de la extracción de 

acuerdo a los compuestos que se quiera obtener. Debe seleccionarse un solvente conveniente de 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877404003267#bib35
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877404003267#bib67
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877404003267#bib16
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877404003267#bib89
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877404003267#bib89
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877404003267#bib72
http://es.wikipedia.org/wiki/Hyssopus_officinalis
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877404003267#bib61


Antecedentes Generales  

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como 

acondicionamiento para la extracción supercrítica de aceites esenciales 14 

tal forma que ofrezca el mejor balance de varias características deseables: alto límite de 

saturación y selectividad respecto al soluto por extraer, capacidad para producir el material 

extraído con una calidad no alterada por el disolvente, estabilidad química en las condiciones del 

proceso, baja viscosidad, baja presión de vapor, baja toxicidad e inflamabilidad, baja densidad, 

baja tensión superficial, facilidad y economía de recuperación de la corriente de extracto y bajo 

costo (Dahlstrom et al., 1999). Cada solvente diferente produce extractos y composiciones 

específicos (Zarnowski y Suzuki, 2004). Ambas fases entran en contacto íntimo y el soluto o los 

solutos pueden difundirse desde el sólido a la fase líquida, lo que produce una separación de los 

componentes originales del sólido; es una técnica utilizada tradicionalmente para la extracción de 

determinados compuestos en matrices vegetales. Esta técnica tradicional de extracción tiene 

ciertos problemas como son lentitud, laboriosidad, empleo de grandes cantidades de disolventes 

tóxicos, poca selectividad, entre otras. La principal desventaja de este método es que los extractos 

obtenidos mediante disolventes contienen residuos que contaminan los alimentos y aromas 

cuando se añaden (Wenqiang et al., 2007). 

2.5.2.2 Extracción por arrastre con vapor 

Los aceites esenciales son predominantemente obtenidos por destilación con vapor, usando vapor 

directo o indirecto. El vapor se genera en una caldera individual y se inyecta en la parte inferior 

del recipiente con el material vegetal (Clarke, 2008). La extracción del aceite esencial se ve 

facilitada por la destilación de dos líquidos inmiscibles, es decir, agua y aceite esencial. Luego el 

vapor de agua y vapores de aceites esenciales se condensan y se separan; el aceite generalmente 

es más ligero que el agua, flota en la parte superior y el agua va al fondo. Algunos aceites muy 

volátiles pueden perderse en el proceso de destilación, además, se pueden inducir cambios 

químicos, tales como la oxidación o la hidrólisis. Por lo tanto, los aceites esenciales recuperados 

por destilación por arrastre con vapor son a menudo diferentes de los presentes en la fuente 

original (Lee et al., 2009; Sánchez, 2006). En general las desventajas de estas técnicas son el bajo 

rendimiento por pérdidas de compuestos volátiles, tiempos de extracción prolongados, extractos 

con residuos de solventes tóxicos y degradación de compuestos insaturados por acción del calor, 

lo cual genera la aparición de compuestos indeseables del sabor y aroma (Ebrahimzadeh et al., 

2003). 
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2.5.2.3 Hidrodestilación  

Este método consiste en llevar a estado de ebullición el agua, que penetra los tejidos de la planta 

y disuelve una parte del aceite esencial presente en las estructuras contenedoras; esta solución 

acuosa se difunde a través de las membranas de las células y el aceite se vaporiza inmediatamente 

desde la superficie. Este proceso continua hasta que se remueve todo el aceite contenido en las 

glándulas de la planta. Los constituyentes oxigenados del aceite son más solubles en el agua 

hirviendo (unas 100 veces más) que los hidrocarburos análogos. Por esta razón, en las etapas 

iniciales, los componentes se liberan de acuerdo con su grado de solubilidad, antes que por sus 

puntos de ebullición. Luego, a medida que avanza la destilación, los compuestos se liberan en 

función de su temperatura de ebullición, siendo la última fracción muy rica en sesquiterpenos y 

sus análogos oxigenados (Clarke, 2008). Otro factor que juega un papel importante durante la 

extracción mediante esta técnica, es el contenido de compuestos grasos (lípidos) en la planta, ya 

que son poco volátiles y en cierto modo, retienen la fracción de hidrocarburos volátiles, los cuales 

muestran más afinidad por los compuestos grasos que por los compuestos oxigenados (Sánchez, 

2006; Sarker et al., 2006). 

Dentro de las desventajas que posee este método es que se requiere tiempos largos de 

calentamiento y la utilización de grandes cantidades de agua, lo cual incrementa el coste y el 

tiempo de la destilación (Hernández, 2011) además que se basan en la selección del solvente 

asociado con el uso de calor y/o agitación (Velasco et al., 2007). 

Otras de las desventajas de los métodos de hidrodestilación es que los aceites esenciales se 

someten a alteración química y los compuestos sensibles al calor pueden ser destruidos 

fácilmente (Pourmortazavi y Hajimirsadeghi, 2007). Este proceso no es caro, pero puede inducir 

la degradación térmica, hidrólisis y solubilización en agua de algunos componentes de fragancia.  

2.6.  Pre-tratamiento para la materia prima  

Existe un gran interés de buscar pre-tratamientos que minimicen las pérdidas de componentes 

volátiles ya que sin estos, se afectaría el rendimiento y la composición de los aceites esenciales 

además que éstos juntos con los métodos de extracción pueden  afectar (parcial o totalmente) la 

calidad del extracto (Yahya et al., 2010).  

 Molienda convencional 2.6.1

La trituración se refiere generalmente a la molienda de muestras sólidas compuestas de partículas 

de gran tamaño en una que consiste en partículas pequeñas. Si es apropiado, mejora la micro 
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homogeneidad del analito y evita la segregación del material como resultado de la amplia 

distribución del tamaño de partícula dentro de la muestra (da Silva et al., 2011). En el caso de la 

materia prima previamente dividida, las membranas se encuentran parcialmente destruidas, lo que 

facilita la disolución de los constituyentes celulares. 

La molienda convencional corresponde a la reducción de tamaño de las partículas del substrato 

vegetal en un molino. Una desventaja de la molienda convencional es el incremento de la 

temperatura por fricción ya que afecta la estabilidad y pérdida de los componentes volátiles del 

aceite esencial, razón por la cual es recomendable mantener la temperatura lo más baja posible 

(Mella, 2002). En los procesos normales de molienda, se genera calor cuando se usa la energía 

para fracturar una partícula en un tamaño más pequeño. Este calor generado es generalmente 

perjudicial para materiales sensibles al calor tales como especias y resulta en alguna pérdida en la 

calidad del material y aceites esenciales (Goswami y Singh, 2003). 

 Molienda a baja temperatura 2.6.2

La pérdida de volátiles puede reducirse significativamente por la técnica de trituración criogénica 

o pre-enfriado de la muestra, utilizando nitrógeno líquido que proporciona la refrigeración 

(mediante la absorción de la generación de calor durante el rectificado) necesaria para pre-enfriar 

las especias y mantener la temperatura baja (Fornari et al., 2012). Es por esto que Gaspar et 

al. (2003) propuso molienda criogénica para reducir la degradación térmica y la evaporación de 

los aceites esenciales durante el pre-tratamiento de la muestra. 

La molienda de especias en la presencia de un fluido criogénico se conoce como crio molienda o 

molienda criogénica de especias. Además de los beneficios de la retención de la calidad de 

especias, el uso de la técnica a baja temperatura también ayuda en el proceso de reducción de 

tamaño por el efecto de la baja temperatura de fragilización. La temperatura extremadamente baja 

hace que los aceites se solidifiquen de manera que las especias se vuelven frágiles, se 

desmenuzan fácilmente permitiendo molienda a un tamaño más fino y más consistente. Así un 

tamaño más pequeño se puede obtener en condiciones criogénicas o de baja temperatura 

(Gouveia et al., 2002). 

Uno de los métodos de molienda es el pre-enfriado de la especia prima y el mantenimiento de 

baja temperatura dentro del molino de tal manera de reducir las pérdidas de aceites volátiles para 

retener la mayor parte del sabor del aceite (Murthy y Bhattacharya, 2008). Del mismo modo, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877411005516#b0085
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877411005516#b0085
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diferentes especies pueden ser molidas en un molino adicionando hielo seco para evitar perdidas  

de componentes volátiles como aceites esenciales (Charrapin, 2000). 

En general, las muestras trituradas con el molino de cuchillas presentan la más amplia gama de 

tamaños de partículas, siendo el proceso de trituración menos eficiente, y así, el molino de bolas 

presenta un buen rendimiento para todos los tipos de muestras y es una alternativa interesante 

para el molino a bajas temperaturas, una vez que los costes de mantenimiento son mucho más 

bajos (Santos et al., 2008). 

 Descompresión rápida con CO2 2.6.3

En este pre-tratamiento, el substrato vegetal se expone al CO2 comprimido, y el gas penetra y se 

disuelve en el aceite intracelular hasta que se alcanza el límite de solubilidad. Durante la 

descompresión rápida, el gas disuelto se desorbe de la fase de aceite y se descarga rápidamente. 

La incapacidad de los tricomas para descargar el gas, a una velocidad establecida por la pérdida 

de solubilidad en el aceite con la descompresión, genera un gradiente de presión a través de la 

pared celular que pueden conducir a su ruptura (Gaspar et al., 2003).  

Estudios sugieren una extracción inicial más rápida de los aceites esenciales sometidos a 

descompresión rápida, que la de una muestra molida a baja temperatura, ésto debido a la 

destrucción selectiva de las barreras de transferencia de masa (tricomas glandulares que 

contengan aceites esenciales en plantas seleccionadas) en la extracción de aceite esencial durante 

la descompresión rápida con CO2 supercrítico de las muestras impregnadas, lo cual facilita 

considerablemente el proceso de extracción (Gaspar et al., 2000, Gaspar et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877411005516#b0085
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877411005516#b0090
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CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Materiales 

 Materia Prima 3.1.1

La materia prima a ocupar corresponde a hojas de L. rivularis, conocidas como “palo negro”, 

recolectadas en la zona de Valdivia, XIV Región de Los Ríos. Se obtuvieron hojas libres de tallos 

y ramas. Las hojas se almacenaron en bolsas, bajo oscuridad y bajo refrigeración, para así evitar 

la oxidación de los aceites esenciales de las muestras tanto por efecto de la luz como la 

temperatura.  

 Equipos e instrumentos 3.1.2

 Agitador de tubos Vortex (VELP científica, Europea) 

 Balanza analítica, sensibilidad ± 0,0001g, (precisa gravimetrics AG XB-220, Estados 

Unidos) 

 Balanza granataria, sensibilidad ± 0,1g (Shimadzu, modelo ELB600S, Japón) 

 Bomba de vacío (Jubalo model F-200, labortechnik GMBH, Alemania) 

 Cámara fotográfica Axiocam ERc5c, Zeiss (Alemania) 

 Cronómetro (Stopwatch CP-2186, Classroom ProductsTM, China) 

 Espectrofotómetro (Genesys 10s UV-vis termo scientific, Estados Unidos) 

 Estufa, Model DGH electrotermstatic, Sudelab S.A. 

 Extractor de aceite esencial por arrastre con vapor (Equipo Clavenger) 

 Extractor supercrítico (Applied Separation Spe-ed 2, INC Allentown, Estados Unidos)  

 Microscopio óptico Carls Zeiss GMBH (Alemania) 

 Micrótomo manual (Jung, Heidelberg, Alemania) 

 Picadora Moulinex La Moulinette, capacidad 330 g 

 Placa calefactora (Thermolyne, Cimarec, Estados Unidos) 

 Refrigerador (Frigidaire FRD22, China) 

 Tamices de la serie Tyler 

 Tamiz vibratorio Ro-Tap, (GilsonCompany, INC, Estados Unidos)  

 Termómetro digital 
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 Reactivos 3.1.3

 Ácido acético 

 Ácido Gálico 

 Xilol 

 Ácido linoleico 

 Agua desionizada   

 Agua destilada 

 Alcohol 

 Butil-hidroxi-tolueno (BHT) 

 Carbonato de sodio 7,5% p/v 

 Cloroformo p.a A.C.S., Laboratorio 

Cicarelli, San Lorenzo, Argentina 

 CO2 99% de pureza  

 DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracil) 

 Etanol p.a 

 Folin-Ciocalteau 

 Ter-butanol puro 

 Metanol p.a 

 n-Hexano p.a 

 Reactivo FRAP 

 Solución de β-caroteno 

 Parafina liquida pura p. a. 

 Surfactante Tween 40 

 Tolueno p.a 

 Trolox 

 β-caroteno tipo I, aprox 98% 

 Nitrógeno  

 

 

 

 

 Materiales de vidrio y otros 3.1.4

 Balón de 1000 mL 

 Cubetas de vidrio 

 Matraz aforado 5, 10,  y 100 mL 

 Matraz Erlenmeyer de 250 mL  

 Micropipetas de 10, 100 µL 

 Picnómetro de 25 mL 

 Probeta de 100 y 500 mL 

 Vasos de precipitado 

 Viales de 60 mL  

 Material de vidrio de uso habitual 

 Desecador con silica gel 
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3.2. Metodología  

 Distribución del tamaño de partícula  3.2.1

Para el análisis del tamizado las hojas secas de L. rivularis fueron sometidas a distintos tipos de 

pre-tratamientos y luego se determinó la distribución del tamaño de partícula en el cual se 

necesitaron tamices de distintas aberturas y un agitador de tamices Ro-Tap. Los tamices 

utilizaron fueron: N° 6 (abertura malla: 2,36 mm), N° 18 (abertura malla: 1,00 mm), N° 20 

(abertura malla: 0,85 mm), N° 25 (abertura malla: 0,71 mm), N° 30 (abertura malla: 0,60 mm), 

N° 50 (abertura malla: 0,30 mm) y N° 80 (abertura malla: 0,18 mm). Luego se sometieron a 

vibración por 15 min en un agitador de tamices Ro-Tap. 

Para los ensayos con descompresión rápida con CO2, las hojas de L. rivularis no se molieron y 

fueron reducidas de tamaño en forma manual, hasta que éstas pasaron por una abertura de malla 

de la serie Tyler de 2,360 (mm). Las muestras tamizadas se envolvieron en bolsas de papel y 

polietileno para ser almacenadas en un refrigerador (5º C) hasta su posterior uso. Así mismo las 

muestras tamizadas para molienda convencional y a baja temperatura  se recolectaron en bolsas 

de papel y bolsa de polietileno para luego ser almacenadas bajo refrigeración hasta su utilización. 

El promedio del tamaño de partículas se determinó por la ecuación de Sautier (Povh et al., 2001), 

ecuación 3.1. 

 

  ̅̅̅̅  
 

∑
   

   

 
   

 

 

Donde: 

  ̅̅̅̅ : Diámetro de partícula (mm). 

  ̅̅̅̅  : Diámetro de la malla i (mm). 

   : Fracción masa retenida por la malla i. 

i: 1,2,3,…k. 

 

 Determinación de humedad 3.2.2

Se determinó la humedad de las hojas de L. rivularis por el método AOAC (1990) y antes de 

medir, éstas se depositaron en un desecador durante 5 días, luego la humedad de las hojas se 

 (3.1) 
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determinó pesando 1 g de muestra en placas previamente taradas y se llevaron a una estufa a 100 

ºC, manteniéndose esta temperatura por 3 horas, posteriormente las muestras fueron puestas en 

un desecador con silicagel para enfriarse a temperatura ambiente. Cada una de las pesadas se 

realizó en la balanza analítica hasta que alcanzara un peso constante (AOAC, 1990). Esta 

determinación se realizó en duplicado y fue aplicado al sustrato, previo y posterior a la extracción 

(sustrato inicial y sustrato agotado, respectivamente). Para la determinación de humedad se 

utilizó la ecuación 3.2, que se muestra a continuación: 

 

        ( )   *
(     )

  
+      

 

Donde: 

   : Peso de la muestra inicial, húmeda (g).  

   : Peso de la muestra final, seca (g). 

 

 Densidad aparente y densidad verdadera 3.2.3

Se determinó  la densidad aparente (ρap) y la densidad verdadera (ρv) de las muestras molidas y 

tamizadas. La densidad aparente se obtuvo dividiendo la masa (kg) del sustrato depositado en una 

probeta de volumen predeterminado (m
3
). Este procedimiento se efectuó dejando caer el material 

en una probeta de 50 mL sin aplicar presión mecánica. Estas mediciones se realizaron en 

triplicado. Por otro lado, para la determinación de la densidad verdadera se utilizó  un picnómetro 

de 25 mL (botella de Gay-Lussac). El procedimiento consistió en tomar la muestra e introducirla 

en el interior del picnómetro hasta llenarlo y luego se pesó en una balanza analítica, 

posteriormente se adicionó tolueno hasta el nivel máximo del picnómetro que contenía la muestra 

a medir y finalmente se pesó nuevamente (Roca et al., 2006). Inmediatamente el volumen fue 

calculado mediante la ecuación 3.3. 

 

     (
           

        
) 

 

 

 

 (3.2) 

 (3.3) 
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Donde: 

V: Volumen de la muestra (m
3
).  

VP: Volumen de picnómetro (m
3
). 

WTotal: Masa del picnómetro más la muestra y el tolueno (kg). 

WP: Masa del picnómetro (kg). 

W: Masa de la muestra (kg). 

        : Densidad del tolueno (kg/m
3
). 

 

Al tener el volumen calculado se podrá determinar la densidad verdadera de las muestras de 

L. rivularis usando la ecuación 3.4. 

 

   
 

 
 

Donde: 

  : Densidad verdadera (kg/m
3
) 

W: Masa de la muestra (kg) 

V: Volumen de la muestra (m
3
) 

 

 Porosidad del lecho empacado. 3.2.4

Para determinar la porosidad del lecho empacado de partículas (ε) se necesitarán los valores de la 

densidad aparente y densidad verdadera. Estos valores se reemplazarán en la ecuación 3.5. 

 

  (  
         

          
)      

 

Donde:  

 : Porosidad (-) 

         : Densidad aparente (kg/m
3
) 

          : Densidad  verdadera (kg/m
3
) 

 

 (3.4) 

 (3.5) 
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 Pre-tratamientos y caracterización física de substratos 3.2.5

Para evaluar la extracción de solutos desde sustratos vegetales usados en este estudio las hojas de 

L. rivularis  fueron sometidas a distintos tratamientos para destruir barreras y mejorar la 

extracción supercrítica de aceites esenciales. Se realizaron tres pre-tratamientos; la primera por el 

método convencional, utilizando una picadora Moulinex, la segunda pre enfriando el sustrato 

seguido de molienda en una picadora tipo Moulinex, y el tercer método por descompresión rápida 

utilizando CO2. 

 Molienda convencional. 

Aproximadamente 130 g de hojas de L. rivularis se sometieron a molienda utilizando una 

moledora de cuchillos tipo Moulinex en lotes de 10 g durante 2 s y a una temperatura de 

aproximadamente 28 °C. Se alcanzó esta temperatura debido a que la muestra previamente se 

introdujo en estufa a temperatura de 30 °C por 45 min, esto para que la muestra elevara su 

temperatura simulando el calor generado durante una molienda convencional ya que en la 

picadora no se alcanza a provocar el aumento de temperatura deseado. El molido se recolectó en 

bolsas de papel y bolsas de plástico para luego ser selladas y almacenadas bajo refrigeración 

hasta su utilización.  

 

 Molienda a baja temperatura. 

Para este pre-tratamiento se procedió a la optimización de molienda en frío para superar la 

generación de calor durante el proceso, por lo que fue necesario congelar la muestra a una 

temperatura de -60 °C durante 4 días en un congelador ubicado en la Universidad de La Frontera. 

La molienda se realizó de forma igual a la molienda convencional, aproximadamente 140 g de 

hojas se sometieron a molienda en un molino de cuchillos tipo moulinex en lotes de 10 g durante 

2 s, tiempo durante el cual no se elevó la temperatura considerablemente. La molienda se realizó 

lo más rápido posible para evitar el incremento de la temperatura y así la perdida de volátiles. 

Inmediatamente después la muestra molida se recolecto y se envasó en bolsas de papel y plástico 

bajo refrigeración hasta su utilización. 

 Descompresión rápida con CO2 

Para el pre-tratamiento de descompresión rápida con CO2, las hojas de L. rivularis se fracturaron 

manualmente y se pasaron a través de un tamiz de abertura de 2,36 mm. Este procedimiento se 

realizó como señala Huerta (2005), se cargó la muestra dentro de un extractor de 50 mL del 

equipo de extracción supercrítica, el sistema se presurizó a la condición de 21 ºC y 130 bar 
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(Martínez, 2013), siendo ésta la mejor condición para ruptura de tricomas. Se mantuvieron estas 

condiciones por 1 h. Luego se abrió la válvula manualmente para provocar la descompresión 

rápida. Después de esta etapa, el sistema se presurizó para iniciar la etapa de extracción. 

 Extracción supercrítica 3.2.6

La extracción supercrítica se llevó a cabo a 52 ºC y a dos presiones de 108 bar y 192 bar. El 

tiempo de extracción y flujo de CO2 para la condición de 108 bar fue de 103 minutos y 2,8  L/min 

de CO2. Así también el tiempo de extracción y flujo de CO2 para la condición de 192 bar fue de 

60 minutos y 4,7 L/min de CO2. Los experimentos se llevaron a cabo en una unidad supercrítica 

Applied Separation Spe-ed 2 para cada sustrato proveniente de los distintos tratamientos: 

molienda convencional, molienda a baja temperatura y descompresión rápida con CO2. 17 

gramos del substrato herbáceo fueron cargados en el extractor de 50 mL de capacidad y antes de 

extraer se mantuvieron las condiciones de extracción durante 30 min. La extracción fue  realizada 

usando un grado de alimentación de CO2 de un 99,8% de pureza y con una velocidad superficial 

de 1 mm/segundo. La recuperación del extracto se realizó utilizando viales de 60 mL, 

previamente pesados. Las muestras se mantuvieron en un desecador con sílicagel para enfriarlos 

y eliminar la humedad, previo al pesado. La cuantificación del extracto recuperado se obtuvo por 

diferencia de peso con recipientes de vidrios limpios y secos. El cambio de peso registrado en los 

recipientes, permitió determinar la masa de extracto recuperado.  

El rendimiento de extracción de aceites esenciales se calculó al dividir la suma de peso de los 

aceites por el peso de la muestra cargada en base seca (ecuaciones de balance de masa). Los 

aceites esenciales correspondientes al ensayo de extracción para cada pre-tratamiento y presión se 

recolectaron en un vial, y éste se utilizó para los análisis de  actividad antioxidante. Los 

experimentos de extracción se realizaron en triplicado. 

 Extracción por hidrodestilación 3.2.7

Además de la extracción supercrítica se realizó la extracción por hidrodestilación como método 

de comparación. La extracción de aceites esenciales se llevó a cabo por la metodología de 

hidrodestilación. Se cargaron  40 g de muestra de hojas enteras de L rivularis junto con 500 mL 

de agua como lo señala Khajeh et al. (2004) en un destilador tipo Clavenger por 

aproximadamente 4 h. Se dejó decantar, para separar fases por diferencia de densidades entre el 

aceite y el agua.  El aceite fue recolectado en un matraz de vidrio de 5 mL y   mantenido bajo 

refrigeración. Posteriormente se determinó el rendimiento. 
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 Análisis de extractos 3.2.8

3.2.8.1 Actividad antioxidante: método del radical DPPH 

Este método consiste en la neutralización de radicales libres de DPPH de los extractos 

antioxidantes (García et al., 2011). Generalmente, el método consiste en la mezcla de alícuotas 

del aceite esencial con el radical DPPH con posterior registro de la variación de absorbancia en el 

tiempo (Pastene, 2009). La decoloración corresponde a la actividad captadora de radicales del 

antioxidante (Kulisic, 2004). 

Para este método se prepararon reactivos según Hatano et al. (1998): 

 Solución de DPPH. Se disolvieron 0,0039 g de DPPH en 25 mL de etanol p.a. en un vaso 

precipitado cubierto con papel aluminio para protegerlo de la luz. Luego se dejó en 

agitación durante 30 min. 

 Solución de Trolox. Se disolvieron 0,0025 g de Trolox en 5 mL de etanol p.a. y 5 mL de 

agua desionizada. 

 

Primero se preparó una curva de calibración (Anexo I, Figura I-1), adicionando a un tubo de 0 a 

0,1 mL de trolox, completando con etanol hasta obtener 3,2 mL de volumen total, donde el 

blanco corresponde al valor 0. Luego a cada tubo se agregó 0,8 mL de reactivo DPPH.  

Se debió preparar diluciones para cada muestra donde se adicionó a cada tubo de ensayo: 2,2 mL 

de etanol, 1 mL de muestra (concentración: 10 mg/mL) y 0,8 mL de DPPH. Para el blanco se 

adicionó 3,2 mL de etanol con 0,8 mL de DPPH. La mezcla se agitó y se dejó reposar por 15 min 

min en la oscuridad. Se trabajó en triplicado y se midió la absorbancia a 520 nm en cubeta de 

vidrio. Finalmente a partir de la curva patrón Trolox se calculó la actividad antioxidante de las 

muestras expresadas en mg de Trolox equivalentes por 100 gramo de muestra seca utilizando la 

ecuación 3.6. 

 

 

  
(   )      

 
 

 

 

 

 (3.6) 
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Donde: 

C: Concentración de trolox equivalente (mmol trolox/ g de aceite). 

m: Pendiente de la curva patrón de trolox. 

A: Absorbancia analizada en longitud 520 nm. 

FD: Factor de dilución. 

V: Volumen del solvente utilizado en la preparación del extracto (mL). 

g: Gramos de extracto utilizado. 

 

3.2.8.2 Actividad antioxidante: método del blanqueamiento del β-caroteno 

El procedimiento para determinar la actividad antioxidante utilizando el método del 

blanqueamiento del β-caroteno, se basa en el método señalado por Mandiola et al. (2007). El 

método de blanqueamiento del β-caroteno) se basa en la pérdida del color amarillo de β-caroteno 

debido a su reacción con los radicales que se forman por oxidación de los ácidos linoleico en una 

emulsión (Kulisic et al., 2004). 

Primeramente se prepara la solución β-caroteno (1 mg/mL en cloroformo), luego se elaboraron 

dos emulsiones consistentes en: 

A. 0,4 ml de β-caroteno, 0,088 mL de ácido linoleico y 0,4 mL de Tween 40. Se evaporó el 

cloroformo bajo una corriente de nitrógeno seco. La muestra seca se disolvió en 200 mL 

de agua destilada y se emulsificó en un sonificador durante 1 min. 

B. De igual forma se elaboró esta emulsión, pero sin el β-caroteno 

Las muestras de aceite esencial fueron diluidas en metanol y se elaboraron distintas 

concentraciones (0,2, 0,5, 1,0 y 2,5 mg/mL). Posteriormente se agregó 0,2 mL de muestra diluida 

a cada tubo de ensayo junto con 5 mL de a solución A, se realizó un control sin antioxidante 

donde se agregó 0,2 mL de metanol y 5 mL de la solución A. La emulsión B se utilizó como 

blanco (se agregó a un tubo de ensayo 0,2 mL de metanol junto con 5 mL de solución B). Las 

muestras fueron agitadas y medidas inmediatamente (t=0) en un espectrofotómetro a 470 nm en 

cubetas de vidrio. Una vez leídas las muestras fueron sometidas a una auto-oxidación térmica a 

50 °C por dos horas, se registró la absorbancia cada 15 min. Todas las muestras se realizaron en 

triplicado. La actividad antioxidante fue calculada en términos de porcentaje de inhibición 

relativa al control (ecuación 3.7).  
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   (
  (   )    (   )

  ( )    (   )
) 

 

Donde: 

  (   ): Absorbancia del antioxidante a t= 120 min. 

  (   ): Absorbancia del control a t= 120 min. 

  ( ): Absorbancia del control a t= 0 min. 

 

3.2.8.3 Actividad antioxidante: método de reducción del Hierro III (FRAP) 

El método FRAP, consiste en la reducción de un compuesto o mezcla de compuestos sobre el 

Fe
+3

 presente en el complejo orgánico Tripyridyltriazine (TPTZ) cuya intensidad de color es 

proporcional a la capacidad reductora de los compuestos ensayados. La capacidad de los aceites 

esenciales para reducir el hierro (III) a hierro (II) se determinó según el método de Benzie y 

Strain (1996).  Para este método se prepara el reactivo FRAP (10 partes de tampón de acetato de 

sodio 300 nM a pH 3,6, 1 parte de solución TPTZ 10 nM (tripyridyltriazina)  y 1 parte de 20 nM 

solución de FeCl3). La preparación de cada una de estas partes se presenta a continuación: 

A. Para preparar tampón de acetato de sodio 300 nM a pH 3,6, se disolvieron 3,1 g de acetato 

sódico en 16 mL de ácido acético glacial, y posteriormente se aforó hasta  500 mL con 

agua destilada. 

B. Para preparar la solución de TPTZ (10 nM), primero se mescló 0,166 mL de HCl con 

agua destilada aforando hasta 50 mL. Luego se pesó 0,1561 g de TPTZ y se aforó hasta 

los 50 mL con la primera solución preparada correspondiente a la de HCl. 

C. Finalmente para preparar la solución de FeCl3 (20 nM) se pesó 0,1622 g de FeCl3 y se 

aforó hasta 50 mL con agua destilada. 

 (3.7) 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605004437#bib1
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605004437#bib1
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Para preparar el reactivo FRAP se mezcló 50 mL de la solución A más 5 mL de solución B y 5 

mL de solución C. Así mismo para la curva de calibración (Anexo I, Figura I-2) se prepararon 

soluciones  trolox a diferentes concentraciones, las cuales corresponden a  0, 100, 200, 350, 450 y 

500 µmol de trolox/L (Gounder y Lingamallu, 2012). 

Para la determinación de la actividad antioxidante se añadieron 50 µL de solución extracto en 

metanol (concentración 10 mg por mL de metanol) a 1500 µL del reactivo de FRAP más 150  µL 

de agua destilada y más 50 µL de las diferentes concentraciones de trolox,  y se incubó en un 

baño de agua a 37 ºC por 30 min. Luego de trascurrido el tiempo el aumento de la absorbancia a 

593 nm se medió en cubetas de vidrio. La capacidad antioxidante basado en la capacidad de 

reducir los iones férricos del extracto fue expresada en µmol equivalentes de Trolox por mg de 

extracto a partir de la ecuación 3.8. 

 

  
(   )      

  
 

 

Donde:  

C: Concentración expresado en trolox equivalente (µmol trolox/mg de aceite). 

m: Pendiente de la curva patrón de trolox. 

A: Absorbancia analizada en longitud 593 nm. 

FD: Factor de dilución. 

V: Volumen del solvente utilizado en la preparación del extracto (mL). 

mg: miligramos de extracto utilizado. 

 

3.2.8.4 Contenido de fenoles totales 

El contenido total de fenoles fue determinado de acuerdo con el procedimiento descrito 

previamente por Singlenton y Rossi (1965), correspondiente al método Folin-Ciocalteau. 

Previamente la extracción de polifenoles extraídos serán medidas por el método informado por 

Koski et al. (2002) con algunas modificaciones.  

 (3.8) 
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Preparación de la muestra:  

10 mg de aceite se disolvieron en hexano (2 mL) en un tubo de ensayo y se sometieron por 3 

minutos a agitación en un agitador de tubos Vortex. El hexano fue extraído de la muestra por 

evaporación con nitrógeno y el procedimiento de extracción de polifenoles se repitió 3 veces, el 

residuo fue disuelto en etanol (2 mL) antes de someter a la prueba de Folin-Ciocalteu.  

Para preparar los reactivos se utilizó reactivo Folin-Ciocalteau diluido, Na2CO3 7,5% p/v y como 

patrón ácido gálico con una concentración de 0,5 mg/mL, posteriormente  se prepararon los 

siguientes reactivos: 

 

 Reactivo Folin Ciocalteu fue diluido en una relación 1:10 v/v (R. Folin/agua destilada). Se 

diluyeron 10 mL del reactivo en 100 mL de agua desionizada. 

 Carbonato sódico (Na2CO3) 7,5% p/v. 

 El patrón utilizado fue ácido gálico con una concentración de 0,5 mg/mL. Se disolvieron 

0,01 g de ácido gálico con agua desionizada en un matraz de aforo de 20 mL. 

Para la curva de calibración (Anexo I, Figura I-3), se adicionó a 5 matraces de aforo de 10 mL la 

solución patrón (0,0, 0,05, 0,1, 0,2, y 0,3 mL) a cada matraz (el primero se considera como 

blanco). A continuación, 0,5 mL del reactivo Folin-ciocalteu fueron añadidos a cada matraz más 

1 mL de la solución de Na2CO3 y se aforó con agua desionizada a un volumen final de 10 mL. Se 

estableció el cero de la absorbancia del blanco a 765 nm y se procedió a medir la absorbancia de 

las demás soluciones, obteniéndose de esta forma el gráfico de la curva patrón. Los resultados de 

los análisis fueron expresados en mg de ácido gálico por 100 g de extracto. A partir de la 

ecuación de la curva obtenida con el patrón de ácido gálico se calculó la concentración de 

polifenoles totales del aceite expresado en mg de ácido gálico equivalente por g de aceite (mg 

GAE/g aceite) a partir de la ecuación 3.9 

 

  
(   )      

 
 

 

 

 (3.9) 
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Donde: 

C: Concentración de ácido gálico equivalente (mg GAE/g aceite). 

m: Pendiente de la curva patrón de ácido gálico. 

A: Absorbancia analizada en longitud 593 nm. 

FD: Factor de dilución. 

V: Volumen del solvente utilizado en la preparación del extracto (mL). 

g: Gramos de extracto utilizado. 

 Microscopia óptica 3.2.9

Las muestras frescas se sometieron a fijación por 48 h con una solución compuesta por una 

mezcla de formalina, ácido acético, etanol y agua (1:1:13:5). Luego las muestras fueron 

deshidratadas mediante sucesivas inmersiones, de 30 min cada una, en soluciones acuosas con 

concentraciones crecientes de etanol (50, 70, 95 y 100 %), seguido por una inmersión final de 15 

min en ter-butanol puro. Luego siguieron etapas de corte y tinción, realizadas de desgarros o 

rupturas en la etapa de corte, las muestras deshidratadas fueron infiltradas con parafina (como 

material de soporte) mediante sucesivas inmersiones en una mezcla liquida de parafina y ter-

butanol, que contenía volúmenes crecientes de parafina hasta lograr la inmersión en parafina 

liquida pura. Para el corte se utilizó un micrótomo manual (Jung, Heidelberg, Alemania), 

obteniendo laminas delgadas de 30 µm de grosor, las que fueron colocadas sobre un portaobjetos. 

La parafina fue removida de los cortes mediante lavado con xilol, seguido por sucesivos lavados 

con soluciones acuosas de etanol con concentraciones decrecientes, y finalmente se lavó con agua 

destilada.  

Las imágenes de las muestras se obtuvieron mediante un microscopio óptico Carl Zeiss GMBH 

(Alemania) equipado con una cámara fotográfica Axiocam ERc5c  (Alemania) (Sandoval, 2008). 

 Análisis estadístico 3.2.10

Los pre-tratamientos a estudiar correspondieron a molienda convencional (CO), molienda a baja 

temperatura (BT) y descompresión rápida con CO2 (DR). Para cada sustrato obtenido del 

correspondiente pre-tratamiento, se realizó la extracción con CO2 a dos condiciones: 52 ºC y 108 

bar; y 52 ºC y 192 bar. Como respuestas se midió el rendimiento de extracción, la actividad 

antioxidante (tres métodos), y el contenido de fenoles totales. Posterior a esto, las respuestas 

fueron sometidas a un análisis de varianza de dos factores, esto es, que permite estudiar 



Materiales y Métodos  

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como 

acondicionamiento para la extracción supercrítica de aceites esenciales 32 

simultáneamente los efectos de dos fuentes de variación, para poder entonces determinar su 

grado de significancia sobre el análisis de datos. 

Los resultados fueron  informados como lo muestra la Tabla 3.1 con el promedio ± D.E 

considerando las tres replicas. La significancia de la diferencia promedios entre los tratamientos y 

entre las presiones de 108 y 192 bar fue determinado mediante la prueba de Duncan con α=0,05. 

 

 

Tabla 3.1. Resultados obtenidos para cada respuesta 

Pre-tratamiento 
52 ºC 

108 bar 192 bar 

Molienda convencional   

Molienda a baja temperatura 
  

Descompresión rápida   
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CAPÍTULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

4.1. Caracterización del sustrato 

Numerosas variables tienen un efecto singular en la extracción supercrítica de aceites esenciales 

como son las condiciones de extracción (presión y temperatura), humedad y el pre-tratamiento 

aplicado al sustrato, estos afectan en gran medida no sólo el rendimiento sino también la 

composición del material extraído.  

Para evaluar la extracción de aceites esenciales se aplicaron distintos pre-tratamientos al sustrato 

con el fin de destruir selectivamente las barreras celulares que contengan los aceites esenciales en 

la hierba. Luego de aplicar estos pre-tratamientos; molienda convencional, molienda a baja 

temperatura y descompresión rápida,  las hojas de L. rivularis obtenidas fueron sometidas a 

tamizado  para así determinar la distribución del tamaño de partícula (  ̅̅̅̅ , mm), densidad 

aparente (ρap, kg/m
3
), densidad verdadera (ρv, kg/m

3
), y porosidad (ε), quedando así con 

determinadas características físicas señaladas en la Tabla 4.1. En primera instancia se midió la 

humedad de las muestras pre-tratadas de L. rivularis, resultando una humedad de 4,76 % (Anexo 

A, Tabla A-1). A pesar del carácter lipófilo de compuestos de aceites esenciales, el agua presente 

en la matriz vegetal puede interferir en la interacción soluto-CO2  (en particular en el caso de los 

terpenoides que son más polares que los terpenos) y producir una disminución del rendimiento de 

la extracción. Por esta razón, se recomienda el secado de la materia prima (Fornari et al., 2012) 

por ejemplo cuando la humedad se encuentra entre 7 y 18% se tiene poco efecto sobre la 

extractabilidad de aceite. Cuando el contenido de humedad aumenta, se evidencia una 

disminución en la eficiencia de extracción. En el caso de alto contenido de humedad (~ 85%) la 

extracción es casi inhibida (Nagy y Simándi, 2008). El tamaño promedio de partícula se 

determinó a partir de los datos de distribución de tamaño de partículas (Anexo A, Tabla A-2 y A-

3). 
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Tabla 4.1 Resumen de valores de tamaño de partícula promedio (dp), densidad aparente (ρap), 

densidad verdadera (ρv) y porosidad (ε) para un lecho empacado en función del tipo de pre-

tratamiento. 

Tipo de pre-tratamiento 
  ̅̅̅̅  

(mm) 

    

(kg/m
3
) 

   

(kg/m
3
) 

ε 

(−) 

Molienda convencional 0,78 340,7 1403,7 75,72 

Molienda a baja 

temperatura 
0,81 340,9 1363,0 74,98 

Descompresión rápida 2,36 340,8 1044,0 67,34 

  

La densidad aparente del sustrato entrega información sobre la capacidad de carga en el extractor.  

Para todos los pre-tratamientos; molienda convencional, molienda a baja temperatura y 

descompresión rápida las densidades fueron bastantes similares con valores de 340,7, 340,9 y 

340,8  kg/m
3
 respectivamente.  

La porosidad del lecho es el espacio vacío presente en la masa de hojas dentro del extractor, 

expresado en relación al porcentaje del volumen total de la muestra. La resistencia al flujo del 

CO2 depende entre otros factores de la porosidad del lecho y del tamaño de la muestra. La 

molienda convencional y molienda a baja temperatura mostraron valores similares de porosidad 

con valores de 75,7 y 74,9 respectivamente, mientras que la descompresión rápida presentó 

menor porosidad de lecho con un valor de 67,34%. 

El tamaño de las partículas juega un papel importante en los procesos de EFS; si las resistencias 

internas de transferencia de masa pueden ser reducidas, la extracción estará controlada por las 

condiciones de equilibrio y por lo tanto, se requieren cortos tiempos de extracción (Fornari et al., 

2012). Bocevska y Sovová (2004) estudiaron la EFS de aceite esencial de Milenrama 

(Asteraceae) e informaron  que el tratamiento previo de las plantas de milenrama (molido fino o 

cortado con tijeras) no afecta la tasa de extracción. Estos resultados pueden explicarse por los 

fenómenos que tienen lugar a escala de estructura secretora en la planta,  los tricomas glandulares 

son conductos secretores rígidos que no se ven afectados al momento en que las hojas son 

reducidas de tamaño. El tamaño promedio de partículas (  ̅̅̅̅ , mm) de sustrato sometido a cada 

pre-tratamiento, se encontró en un rango parecido para molienda convencional  y molienda a baja 

temperatura, esto debido a que se usó el mismo proceso de molienda. Sin embargo los valores 

informados para el sustrato tratado con descompresión rápida con CO2 supercrítico, es diferente 
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debido al mayor tamaño de partícula utilizado en este estudio (dp < 2,360 mm) lo cual a su vez 

afecta la porosidad (ε). 

La distribución y el tamaño de partículas obtenidas de las hojas de L. rivularis pueden afectar la 

homogeneidad y reproducibilidad de sub-muestras utilizadas en cada carga dentro del extractor, 

por lo tanto, obtener homogeneidad de la muestra es esencial para obtener sub-muestras 

representativas  (Santos et al., 2008). Es por esto que la muestra cargada en el extractor se obtuvo 

sacando una parte de cada masa retenida en los tamices de tal manera de obtener una muestra 

homogénea del lote inicial en cada carga (Anexo A, Tabla A-4 y A-5). 

4.2. Efecto del pre-tratamiento y presión de extracción sobre el rendimiento de extracción 

 

En la Tabla 4.2 se presenta el rendimiento de extracción de aceite esenciales extraídos de L. 

rivularis (g aceite/kg sustrato) para cada combinación de presión y pre-tratamiento aplicado al 

sustrato. Este rendimiento resultó del promedio de 3 réplicas ± desviación estándar de las 

extracciones de aceites esenciales obtenidas a 52 °C y a presiones de 108 y 192 bar para cada uno 

de los diferentes sustratos provenientes de los distintos pre-tratamientos. Los resultados del 

análisis estadístico determinaron que el tipo de pre-tratamiento y la presión de extracción 

afectaron significativamente (α=0,05) el rendimiento de extracción. Así mismo se identificó la 

variable que posee mayor influencia sobre el rendimiento de extracción el cual fue la variable 

pre-tratamiento (Anexo B, Tabla B-1). Mediante el análisis Duncan con α=0,05 se pudo 

identificar los pares de promedio que presentan diferencia significativa para la variable presión 

(Anexo B, Tabla B-2) y pre-tratamiento (Anexo B, Tabla B-3 y B-4). 

Se puede observar de la Tabla 4.2 que el rendimiento de extracción de aceites esenciales fueron 

más altos para sustratos pre-tratados por descompresión rápida con CO2 supercrítico (41,48 g 

aceite/kg sustrato) y por molienda a baja temperatura (31,85  g aceite/kg sustrato) extraídos a 108 

bar en comparación con los rendimientos obtenidos por el método convencional (14,19 g 

aceite/kg sustrato). Para la extracción 192 bar el rendimiento de extracción  aumentó a valores de 

27,79, 43,00 y 51,09 g aceite/kg sustrato para molienda convencional, molienda a baja 

temperatura y descompresión rápida, respectivamente. 
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Tabla 4.2 Rendimiento de extracción de aceites esenciales (g aceite/kg sustrato) obtenido con 

CO2 supercrítico a 52 °C. 

Pre-tratamientos 108 bar 192 bar 

Molienda convencional 14,19 ± 2,45a 27,79 ± 2,39a 

Molienda a baja temperatura 31,85 ± 3,23b 43,00 ± 2,20b 

Descompresión rápida 41,48 ± 2,20c 51,09 ± 2,59c 

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (α=0,05) 

 

 

Los bajos rendimientos de  extracción obtenidos por el método convencional pueden ser 

explicado porque el calor generado durante la molienda, provocó pérdidas considerables de 

compuestos volátiles en el sustrato, los cuales pueden ser minimizados mediante la reducción de 

la temperatura inicial del material antes de la molienda, como se hace en las operaciones de 

molienda a baja temperatura (Uquiche et al., 2012). En efecto, los tratamientos eficaces antes de 

la extracción de aceite esencial deben ser dirigidos a una destrucción selectiva de las barreras 

celulares que tenga el aceite esencial en la hierba, pero no a expensas de provocar pérdidas de 

compuestos volátiles. Es evidente que el contenido de aceite esencial depende del pre-tratamiento 

de la muestra, por lo que en la molienda a baja temperatura y por descompresión rápida se 

produjo una liberación más pronunciada de los aceites esenciales durante la extracción 

supercrítica. Así mismo los altos rendimientos de extracción obtenidos por el método de 

descompresión rápida pueden ser explicados por la ruptura eficiente de las paredes glandulares 

llamadas tricomas lograda por esta operación como lo muestra la Figura 4.1, los tratamiento de 

descompresión rápida muestran evidencia de ruptura desde dentro del interior de las glándulas 

haciéndolo más efectivo (Gaspar et al., 2003). En la Figura 4.1 (A) tomada del microscopio, la 

flecha indica un tricoma glandular intacto en la superficie de la hoja de L. rivularis antes de 

someterlo a descompresión rápida, se observa pocos tricomas debido a que en este tipo de familia 

(Asteraceae) presentan más ductos oleoriferos que tricomas glandulares (Sharma y Bhat, 2009). 

En la Figura 4.1 (B) se muestra una hoja de L. rivularis luego del pre-tratamiento de 

descompresión rápida con CO2, en esta imagen se indica los tricomas glandulares con su punta 

destruida y separadas de la hoja.   
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Figura 4.1 (A) imagen tomada por microscopio óptico de una hoja de L. rivularis antes de ser 

sometida a descompresión rápida con CO2 supercrítico. (B) imagen tomada por microscopio 

óptico de una hoja de L. rivularis después de ser sometida a descompresión rápida con CO2 

supercrítico (glándulas tricomas indicadas por flechas) 

 

 

Por otro lado la Tabla 4.2 muestra que para una temperatura constante, el rendimiento de 

extracción aumentó para cada pre-tratamiento conforme se aumenta la presión de extracción, esto 

se explica por el hecho que cuanto mayor es la presión, mayor es el poder disolvente del CO2 y 

más pequeña es la selectividad de la extracción (Fornari et al., 2012). Es por esto que a mayor 

presión se extraen mayores compuestos de diferente peso molecular. 

Comparando el rendimiento de extracción de aceite esencial obtenido de L. rivularis con otros 

aceites esenciales obtenidos en plantas de la misma especie Asteraceae, el obtenido en este 

estudio muestra un valor de 27,79 g aceite/kg sustrato (molidos convencionalmente) lo que 

resulta bueno, ya que es mayor que el de especies de la familia Asteraceae como Acmella 

oleracea  (hojas) extraídos a 50 °C y 250 bar con un rendimiento de 1,59 g aceite/kg sustrato 

(Dias et al., 2012). Para baja presión (150 bar) y 40 °C se ha reportado un rendimiento de 
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extracción para especies como el Tomillo (Lamiaceae) de 0,754 g aceite/kg de sustrato (Babovic 

et al., 2010). Lo que resulta bajo comparado con el rendimiento de extracción obtenido en este 

estudio a presión de 108 bar por molienda convencional el cual es 21 veces más alto presentando 

un valor de 14,19 g aceite/kg sustrato.  

4.3. Efecto del pre-tratamiento sobre la actividad antioxidante de los extractos  

 Métodos basados en transferencia electrónica única 4.3.1

4.3.1.1 Actividad antioxidante: Método DPPH 

 

Las actividades antioxidantes del extracto de L. rivularis se analizaron por el método de DPPH y 

los resultados se muestran en la Tabla 4.3 expresados en mmol trolox eq/g aceite. Este método 

consiste en determinar la capacidad de captura del radical libre DPPH por parte de los 

compuestos antioxidantes presente en el extracto obtenido con los distintos pre-tratamientos, 

extraídos a presiones de 108 y 192 bar y a temperatura constante (52 °C). Los resultados del 

análisis estadístico determinaron que el tipo de pre-tratamiento y la presión de extracción 

afectaron significativamente (α=0,05) sobre la actividad antioxidante. Del análisis también se 

logró identificar la variable que posee mayor influencia sobre la respuesta actividad antioxidante, 

siendo el factor presión (Anexo C, Tabla C-1). Mediante el análisis Duncan con α=0,05 se pudo 

identificar los pares de promedio que presentan diferencia significativa para la variable presión 

(Anexo C, Tabla C-2) y pre-tratamiento (Anexo C, Tabla C-3 y C-4). 

Se puede observar de la Tabla 4.3 que el extracto obtenido a presión 108 bar y molienda 

convencional presentó la más baja actividad antioxidante con un valor de 0,50 mmol trolox eq/g 

aceite. El extracto que resultó con mayor capacidad antioxidante fue los de descompresión rápida 

con 0,74 mmol trolox eq/g aceite. Para el pre-tratamiento de molienda a baja temperatura se 

encontró un valor intermedio de 0,64 mmol trolox eq/g aceite. Se observa de la Tabla 4.3 también 

que al aumentar la presión de extracción para cada pre-tratamiento la actividad antioxidante 

aumentó con valores de 1,86, 2,53 y 1,79 mmol trolox eq/g aceite para molienda convencional, 

molienda a baja temperatura y descompresión rápida respectivamente. 
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Tabla 4.3 Actividad antioxidante medida por el método DPPH (mmol trolox eq/g aceite) en 

extractos obtenidos con CO2 supercrítico a 52 °C. 

Pre-tratamientos 108 bar 192 bar 

Molienda convencional 0,50 ± 0,03a 1,86 ± 0,09a 

Molienda a baja temperatura 0,64 ± 0,05b 2,53 ± 0,08b 

Descompresión rápida 0,74 ± 0,03b 1,79 ± 0,01a 

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (α=0,05) 

 

 

La extracción posterior al pre-tratamiento por descompresión rápida presentó la más alta 

actividad antioxidante para los aceites extraídos a 108 bar, demostrado en la baja absorbancia 

registrada. Esto sugiere que se extrajeron una cantidad relativa de compuestos activos que pueden 

neutralizan y evitar la propagación en cadena de los radicales libres (Thaipong et al., 2006). Con 

el pre-tratamiento de molienda convencional se obtuvo la menor actividad antioxidante expresado 

mmol trolox eq/g aceite, esto explicado por el hecho que la muestra fue sometida a una mayor 

temperatura degradando parte de los aceites esenciales responsables de esta actividad. Para el 

pre-tratatamiento de molienda a baja temperatura se obtuvo un valor intermedio, gracias a que se 

retuvieron gran parte de los aceites esenciales responsables de la actividad antioxidante mediante 

el pre-tratamiento de baja temperatura. 

Para este ensayo sólo el extracto obtenido a alta presión consiguió disminuir más rápidamente la 

absorbancia y, en consecuencia, disminuyó el radical libre estable DPPH a difenilpricrilhidrazina 

de color amarillo, esto provocado por la absorción de hidrógeno del antioxidante, por lo que a 

esta presión de extracción es más potente la actividad antioxidante del extracto. De mayor a 

menor proporción se encontró: molienda a baja temperatura, molienda convencional y 

descompresión rápida con 2,53, 1,86 y 1,79 mmol trolox eq/g aceite respectivamente. Esto se 

explica porque los monoterpenos y sesquiterpenos son los constituyentes principales en el aceite 

esencial, los cuales presentan actividad antioxidante, y estos aumentan a medida que aumenta la 

presión de extracción, explicado en un estudio realizado en plantas de la familia Lamiaceae, en la 

cual demuestran que los compuestos monoterpenos aumentan en el extracto de  un 40,30 hasta 

48,39%  a presiones de extracción de 120 y 180 bar, respectivamente. Así mismo a presiones de 

120 y 180 bar, se extraen sesquiterpenos que contienen oxígeno y que aumentan de 9,12 hasta un 
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10,81% respectivamente (Costa et al., 2012). Por lo que a mayor presión de extracción, aumenta 

el porcentaje de extracción de estos componentes y mayor es la capacidad antioxidante 

registrada. Es importante destacar que aunque los polifenoles presentan principios activos como 

antioxidantes (Li et al., 2009) se ha encontrado que no existe ninguna relación entre el contenido 

de fenoles totales y la capacidad de neutralizar el radical DPPH (Hinneburg,  2006). 

Los resultados obtenidos con las actividades antioxidantes en este estudio presentaron valores 

bajos  a los comparados con otros aceites esenciales de la familia de Lamiaceae a baja presión, 

las cuales poseen los mismos conductos secretores además de los mismos compuestos activos que 

contienen la familia de las Asteraceae (monoterpenos y sesquiterpenos) (Niemeyer, 2009), por 

ejemplo en la especie Lippia origanoides  se presenta una actividad antioxidante de 0,8  mmol 

trolox eq/mg sustrato extraídos a 60 °C y a 110 bar. Para otro estudio realizado en plantas de la 

familia Asteraceae Lavanda se indica que al aumentar la presión de 100 a 180 bar (50 °C) 

aumenta la actividad antioxidante DPPH expresada en porcentaje de inhibición, desde 21.9% a 

73.5% respectivamente (Danh et al., 2012). 

 

4.3.1.2 Actividad antioxidante: método de reducción del Hierro III (FRAP) 

 

Las actividad antioxidante (método FRAP) obtenidas en este estudio provienen de las 

extracciones de aceites esenciales obtenidas a temperatura constante (52 °C) y a dos presiones de 

extracción, 108 y 192 bar para cada uno de los diferentes sustratos provenientes de los distintos 

pre-tratamientos.  

Mediante el análisis estadístico, se obtuvo que ambas variables de control, pre-tratamiento y 

presión de extracción, no provocaron un cambio significativo (α=0,05) en la actividad 

antioxidante (Anexo D, Tabla D-1). 

Los resultados se expresaron en µmol trolox eq/mg aceite, y se muestran en la Tabla 4.4, 

encontrándose que ha 108 bar, la mayor actividad antioxidante se obtuvo en muestras pre-tratadas 

por descompresión rápida con un valor de 2,44 µmol trolox eq/mg aceite. Y la menor actividad se 

obtuvo para muestras pre-tratadas por molienda convencional con 1,96 µmol trolox eq/mg aceite. 

Al aumentar la presión de extracción (192 bar) se puede observar que aumenta la actividad 

antioxidante aunque no considerablemente para el pre-tratamiento de molienda convencional y 

molienda a baja temperatura con valores de 2,48 y 3,02 µmol trolox eq/mg aceite 
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respectivamente. Para el extracto pre-tratado por descompresión rápida, su actividad antioxidante 

bajó en comparación con los otros pre-tratamientos a un valor de 2,17 µmol trolox eq/mg aceite. 

 

 

Tabla 4.4 Actividad antioxidante medido por el método FRAP (µmol trolox eq/mg aceite) en 

extractos obtenidos con CO2 supercrítico a 52 °C. 

Pre-tratamientos 108 bar 192 bar 

Molienda convencional 1,96 ±  0,19 2,48 ± 0,09 

Molienda a baja temperatura 2,01 ± 0,08 3,02 ± 0,29 

Descompresión rápida 2,44 ± 0,08 2,17 ± 0,03 

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (α=0,05) 

 

 

Según los resultados se observa que el extracto obtenido a 108 bar con pre-tratamiento de 

descompresión rápida presentó la mayor capacidad antioxidante con 2,44 µmol trolox eq/mg 

sustrato, mientras que el extracto obtenido por molienda convencional presentó solo 1,96 µmol 

trolox eq/mg aceite. A 192 bar se evidencia que aumentó la actividad antioxidante, a excepción 

del extracto obtenido por el pre-tratamiento de descompresión rápida. La mayor capacidad 

antioxidante se encontró para la muestra pre-tratada a baja temperatura. Esto es explicado debido 

a que el extracto obtenido por extracción supercrítica en este estudio puede estar conformado 

principalmente por tres grupos de compuestos, fenoles, hidrocarburos sesquiterpénicos y 

sesquiterpénicos oxigenados  que podrían ser las sustancias que potencialmente reducirían el 

complejo ferricianuro a la forma ferrosa (Vasquez, 2012). Diferentes estudios han indicado que la 

capacidad de donación de electrones, lo que refleja el poder reductor de los compuestos 

bioactivos, se asocia con actividad antioxidante (Siddhuraju et al., 2002; Arabshahi y Urooj, 

2007). Esto queda evidenciado en los resultados ya que el poder antioxidante aumenta conforme 

se aumenta la presión de extracción, traducido en una mayor co-extracción de compuestos 

bioactivos responsables de esta actividad (Costa et al., 2012), tal como son los polifenoles, ya que 

el método FRAP actúa sobre los polifenoles capaces de donar electrones reduciendo 

intermediarios oxidados (Vásquez, 2012). Ha mayor actividad antioxidante de extracto obtenido a 

192 bar y pre-tratamiento de molienda a baja temperatura, indica que a estas condiciones se 
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extrajo mayor cantidad de compuestos fenoles, debido probablemente al pre-enfriado de la 

muestra que evitó la degradación de estos compuestos. 

La disminución de la actividad antioxidante del extracto obtenido a 192 bar por el pre-tratamiento 

de descompresión rápida se puede deber a que la alta densidad del CO2 a alta presión, resulta en 

la co-extracción de compuestos no activos, que no favorecen la actividad antioxidante de los 

extractos, ya que estos pueden interferir negativamente en la medición (Ilemonisa et al., 2013).  

Al comparar los datos con literatura se observa que los datos obtenidos en este estudio son 

mayores a los obtenidos por otras especies de la familia de Lamiaceae como es el caso de  L. 

origanoides presentando un valor 0,69 mmol trolox eq/mg sustrato a presión de 110 bar y 50 ° C 

(Vásquez, 2012), comparado con los 1,96 µmol trolox eq/mg sustrato obtenidos a 108 bar y 

molienda convencional. No existen referencias de esta actividad a presiones cercanas a los 200 

bar y 52 °C pero se presume que debe aumentar debido a la acción de los compuestos 

sesquiterpénicos mayormente co-extraídos a altas presiones. 

 

 Método basado en transferencia de átomos de hidrógeno 4.3.2

4.3.2.1 Actividad antioxidante, método  blanqueamiento del β-caroteno  

 

El método de blanqueo de β-caroteno se indujo por la presencia del radical peróxido formado a 

partir de la degradación oxidativa de ácido linoleico, reduciendo la cantidad de β-caroteno en la 

solución y por lo tanto la absorbancia. Esto se expresó en porcentaje de inhibición IC50 (mg/mL) 

mostrado en la Tabla 4.5, para cada uno de los diferentes sustratos provenientes de los distintos 

pre-tratamientos a 108 y 192 bar (50 ºC) (Anexo E, Figura E-1, E-2, E-3). Los resultados del 

análisis estadístico para los datos de actividad antioxidante  se muestran en el Anexo F, Tabla F-

1. Según este análisis se establece que los factores de control presentaron un efecto significativo 

(α=0,05) sobre la respuesta de actividad antioxidante (método blanqueamiento del -caroteno), 

siendo la variable presión la que contribuyó más significativamente (α=0,05). 

Los resultados obtenidos del análisis de varianza permitieron aplicar el análisis Duncan, para el 

factor presión los resultados se muestran en Anexo F, Tabla F-2 y para el factor pre-tratamiento 

Anexo F, Tabla F-3, F-4. 

La Tabla 4.5 muestra que para el extracto obtenido del sustrato tratado por descompresión rápida 

(108 bar) se necesitó una cantidad de 1,80 mg/mL para inhibir al 50% la actividad antioxidante, 
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mientas que para la molienda convencional se necesitó 3,00 mg/mL. Para el extracto obtenido 

con pre-tratamiento con baja temperatura se obtuvo un valor intermedio de 2,50 mg/mL. Para el 

extracto obtenido a mayor presión (192 bar)  la actividad antioxidante mejoró, demostrado en que 

se necesitan cantidades menores a 1 mg/mL para inhibir el 50% la actividad antioxidante 

quedando en evidencia la mayor capacidad antioxidante del extracto obtenido a esta presión.  

 

 

Tabla 4.5 Actividad antioxidante medida por el método β-caroteno (IC50 en mg/mL) en 

extractos obtenidos con CO2 supercrítico a 52 °C. 

Pre-tratamientos 108 bar 192 bar 

Molienda convencional 3,00a 0,69a 

Molienda baja temperatura 2,50b 0,59b 

Descompresión rápida 1,80c 0,70a 

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa (α=0,05) 

 

 

Según la Tabla 4.5, la EFS a alta presión es más eficiente en la obtención de antioxidantes 

capaces de inhibir la degradación del β-caroteno, lo cual hace que esta  presión sea adecuada para 

la obtención de fracciones bioactivas con capacidad antioxidante. Los resultados sugieren que el 

extracto obtenido por EFS a 192 bar y pre-tratamiento de molienda a baja temperatura contiene la 

mayor concentración de compuestos con actividad antioxidante capaces de inhibir el 50% del -

caroteno con un valor de 0,59 mg/mL y que el extracto obtenido con pre-tratamiento de molienda 

convencional a 108 bar contenía poca actividad antioxidante o se encuentra en poca 

concentración expresada en 2,95 mg/mL. Los buenos valores obtenidos en este estudio podrían 

sugerir que la actividad antioxidante del extracto obtenido de L. rivularis  son principalmente de 

carácter lipofílico ya que este método emplea un emulsificador lipídico (Kulisic et al., 2004). 

Además en los pre-tratamientos de molienda a baja tempertura y descompresión rápida se 

obtienen mayor cantidad de extracto recuperado comparado con el extracto obtenido por 

molienda convencional (Uquiche et al., 2012). La Tabla 4.5 muestra además que la extracción de 

aceites esenciales a 192 bar no varió mucho entre los diferentes pre-tratamiento aplicados, 

mostrando que no existe diferencia entre el pre-tratamiento de molienda convencional y 

descompresión rápida, esto se pudo deber a que el extracto obtenido a 192 bar y pre-tratados por 
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descompresión rápida extrajo compuestos que interfirieren negativamente en la medición de la 

actividad antioxidante (Ilemonisa et al., 2013). Un aumento de presión durante la extracción 

puede conducir a la mayor solubilidad de estos compuestos.  

Los resultados en la actividad inhibidora de la peroxidación de lípidos de los aceites por la prueba 

de blanqueamiento de β-caroteno, indican por tanto que a mayor presión de extracción mayor es 

la cantidad de compuestos bioactivos con actividad antioxidante que se extraen, y por 

consiguiente éstos poseen una mayor capacidad de evitar la oxidación del -caroteno. Esto se 

puede explicar por el mismo motivo señalado anteriormente, a mayor presión se extrae un mayor 

porcentaje de compuestos bioactivos con actividad antioxidante principalmente sesquiterpenos y 

monoterpenos (Costa et al., 2012).  

Los resultados obtenidos pueden ser comparados a los extractos obtenidos por planta de la misma 

familia (Asteraceae) como Acmella oleracea (hojas) presentando un porcentaje de inhibición de 

0,9 (mg/mL) extraídos a 250 bar y 50°C (Dias et al., 2012), los cuales presentan actividad menor 

respecto a los obtenidos en este estudio con 0,70 mg/mL (descompresión rápida).  

 

4.4. Efecto del pre-tratamiento y presión de extracción sobre el contenido de fenoles totales  

 
Los compuestos fenólicos mostrados en la Tabla 4.6 de los diferentes extractos fueron 

determinados por ensayo colorimétrico y expresadas como equivalentes de ácido gálico/g aceite 

(mg GAE/g aceite). En este estudio se comparó el contenido polifenólico provenientes de los 

aceites esenciales obtenidas a temperatura constante  (52 °C) y a dos presiones de extracción, 108 

y 192 bar para cada uno de los diferentes sustratos obtenidos de los distintos pre-tratamientos. 

Los resultados del análisis estadístico para el método fenoles totales se muestran en el Anexo G, 

Tabla G-2. Mediante este análisis de varianza realizado para la cantidad de fenoles se demostró 

que ni la presión ni el pre-tratamiento afectaron significativamente (α=0,05) en la cantidad de 

fenoles totales. 

Se observa que las concentraciones de fenoles es mayor en la molienda convencional a 108 bar 

con 10,97 mg GAE/g aceite y menor en la molienda a baja temperatura a 108 bar con 6,98 mg 

GAE/g aceite, para el pre-tratamiento de descompresión rápida se obtuvo un valor intermedio 

cercano al de molienda convencional con un valor de 9,25 mg GAE/g aceite. A una presión de 

extracción de 192 bar los resultados decayeron a excepción de la molienda a baja temperatura la 

cual aumentó a un 9,05 mg GAE/g aceite. 
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Tabla 4.6 medida del contenido de fenoles totales (mg GAE/g aceite) en extractos obtenidos 

con CO2 supercrítico a 52 °C. 

Pre-tratamientos 108 bar 192 bar 

Molienda convencional 10,97 ± 0,12 7,14 ± 0,24 

Molienda a baja temperatura 6,98 ± 0,07 9,05 ± 0,14 

Descompresión rápida 9,25 ± 0,05 5,83 ± 2,91 

 

 

La concentración de compuestos fenólicos en los extractos, expresado como equivalente de ácido 

gálico (GAE)  mostrado en la Tabla 4.6 demostraron que la diversidad y complejidad de los 

diferentes extractos obtenidos de las hojas de L. rivularis hacen que sea difícil para caracterizar 

los compuestos y determinar su actividad antioxidante por el método de contenido de fenoles. 

Estos resultados pueden explicarse debido a que los fenoles son los compuestos que se 

encuentran en menor cantidad en los sustratos de hojas de L. rivularis (Niemeyer, 2009). Además 

de que el CO2 supercrítico es un buen disolvente para los compuestos lipofílicos (no polar), 

mientras que tiene una baja afinidad con compuestos polares (Fornari et al., 2012). La alta 

presión de extracción es probable que favorezca la extracción de compuestos polares pesados 

como fenoles, lípidos o ceras. Sin embargo, el aumento de la presión, obviamente, se traduce en 

una disminución de la selectividad de la extracción (Herzia et al., 2013), y se extraen compuestos 

no fenólicos o no activos que pueden interferir en las mediciones.  

Otro aspecto importante que podría explicar los resultados obtenidos es que por la naturaleza 

general de la química de Folin-Ciocalteu (FC), este método mide fenoles totales y otros sustratos 

de oxidación. Los otros sustratos de oxidación presentes en los extractos pueden afectar las 

mediciones de fenoles totales de una manera inhibitoria o aditiva. Los efectos inhibidores se 

deben a los oxidantes que compiten con el reactivo de FC y/o a la oxidación con aire después que 

la muestra ha sido tratada con el reactivo alcalino.  Los efectos aditivos se producen a partir de 

aminas aromáticas, altos niveles de azúcar o ácido ascórbico en las muestras. Sin embargo, a 

pesar de estas desventajas, el ensayo de FC es simple y reproducible y ha sido ampliamente 

utilizado para la cuantificación de compuestos fenólicos en extractos de diversas plantas (Dai y 

Mumper, 2010). 
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Todos los valores obtenidos en este estudio son mayores comparados con la actividad reportada 

en hojas de planta de la familias Asteraceae como Acmella oleracea (hojas) con un valor de 0,60 

mg ácido gálico/g sustrato extraídos a 50 °C y 250  bar (Dias et al., 2012).  

 

4.5. Comparación de resultados entre hidrodestilación (HD)  y extracción supercrítica  

La extracción supercrítica usando dióxido de carbono supercrítico (CO2) se compara 

favorablemente con los procesos convencionales tales como la hidrodestilación, ya que permite 

altos rendimientos de extracción,  al mismo tiempo que acorta el tiempo de proceso y evita la 

degradación térmica e hidrolítica de los compuestos lábiles. El tema de la mejora de la calidad de 

extracción supercrítica con CO2 en comparación con los aceites esenciales extraídos 

convencionalmente ha sido revisado a fondo (Araus et al., 2009). La Tabla 4.7 muestra los 

resultados de las distintas metodologías aplicadas en este estudio al extracto de hojas enteras de 

L. rivularis obtenido por hidrodestilación. 

 

 

Tabla 4.7 Resultados de  las distintas metodologías aplicadas en este estudio al extracto de L. 

rivularis obtenidos por hidrodestilación. 

Metodología Hidrodestilación 

Rendimiento de extracción (g aceite/kg 

sustrato) 
2,01 ± 0,12 

DPPH (mmol trolox eq/g aceite) 0,44 ± 0,03 

FRAP (µmol trolox eq/mg aceite) 2,03 ± 0,01 

-caroteno (mg/mL) 10 

Fenoles (mg GAE /g aceite) 13,18 

 

 

Respecto del rendimiento de extracción obtenido (Anexo H, Tabla H-1) en la Tabla 4.7 los 

valores obtenidos por el método de hidrodestilación fueron mucho menores que los obtenidos por 

extracción supercrítica, con un valor de 2,01 g aceite/kg sustrato comparado con un rendimiento 

mínimo alcanzado por el pre-tratamiento de molienda convencional y 108 bar (14,19 g aceite/kg 

sustrato),  esto es explicado por el hecho que el método de hidrodestilación  se relaciona con la 
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termolabilidad de los componentes principales del aceite esencial, y los compuestos sensibles al 

calor pueden ser destruidos fácilmente, y existe una eventual pérdida de las moléculas más 

volátiles (Pourmortazavi y Hajimirsadeghi, 2007). Además como en la hidrodestilación la 

transferencia de calor solo puede ocurrir por conducción y convección,  se hace menos efectiva 

comparada con otros métodos, ya que no se produce calor con mayor rapidez dentro y fuera de 

las glándulas contenedoras del aceite esencial.   

Este rendimiento de extracción obtenido fue mayor comparado con los reportados en literatura 

para plantas de la familia Asteraceae como H. italicum  el cual presento un valor de 0,23 g aceite 

/kg sustrato (Ivanovic et al., 2011).  

Es importante señalar que la composición del aceite esencial cambia al presentarse reacciones 

químicas durante el procesamiento general de la planta en la hidrodestilación. El calor, el agua y 

el oxígeno influyen sobre las esencias en los aceites y cambian su estructura. Algunas de las 

partículas más volátiles desaparecen y a veces surgen nuevos compuestos (Grace, 2001), algunos 

componentes como los ésteres, pueden experimentar la hidrolisis, y algunos hidrocarburos 

monoterpénicos son susceptibles a la polimerización (Bandoni, 2000). Esto podría explicar los 

bajos valores de actividad antioxidante reportados en este estudio comparado con el método de 

extracción supercrítica. 

De acuerdo con la actividad antioxidante medida por el método DPPH, la hidrodestilación 

presentó valores bajos comparado con la de extracción supercrítica con un valor de 0,44 mmol 

trolox eq/g aceite, una baja actividad en el proceso de HD podría ser debido a una degradación 

térmica, una hidrólisis y solubilidad en agua de algunos compuestos que alteran no solo el perfil 

de sabor y la fragancia de muchos aceites esenciales extraídos por esta técnica, sino que hace que 

su  actividad disminuya (Reverchon y De Marco, 2006). Debido a que esta actividad está 

asociada a los compuestos pertenecientes a grupos hidrocarburos sesquiterpénicos y 

sesquiterpenos oxigenados principalmente en la  habilidad de donar átomos de hidrogeno o 

electrones al electrón impar del DPPH (Vázquez, 2012) se presenta una baja cantidad debido a 

que  en la hidrodestilación se extrae poco de estos compuestos debido a que se extraen conforme 

a su temperatura de ebullición siendo la última fracción de sesquiterpenos y sus  análogos 

oxigenados los que son extraídos (del Valle, 2012). El valor obtenido de actividad antioxidante 

en hidrodestilación es bajo comparado con los reportados en literatura como por ejemplo  

Artemisa herba halba (Asteraceae) que presento una actividad antioxidante de 11,60 mmol trolox 

eq/g aceite, y Juniperus oxycedrus con 10,70 mmol trolox eq/g aceite (Djeridane et al., 2006). 
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Para el método de actividad antioxidante medido por el método de reducción del hierro III 

(FRAP), el cual mide la reducción  del ión férrico (Fe
+3

) a ferroso (Fe
+2

) en presencia del  

antioxidante (Rojo et al., 2009) ocurrió que los resultados del extracto obtenido por 

hidrodestilación se asemejó al obtenido a presión de 108 bar mediante el pre-tratamiento de 

molienda a baja temperatura,  el cual presentó un valor de 2,01 µmol trolox eq/mg aceite y 

mientras que el extracto obtenido por hidrodestilación presentó un valor de 2,03 µmol trolox 

eq/mg aceite. Este buen resultado se puede explicar debido que el extracto obtenido por 

hidrodestilación está conformado por grupos de compuestos de los cuales  principalmente se 

encuentran los fenoles que podrían ser las sustancias reductoras que reducirían el complejo 

ferricianuro a la forma ferrosa (Vázquez, 2012). Los resultados obtenidos en este estudio son 

mayores a los obtenidos en extractos como Lippia origanoides (Lamiaceae) presentados con un 

valor de 1,05 mmoles trolox eq/mg extracto (Vázquez, 2012). 

Respecto del método del blanqueamiento del -caroteno el extracto obtenido por hidrodestilación 

presentó una mayor concentración de inhibición IC50 comparado con el de extracción supercrítica 

presentando un valor de 10 mg/mL, esto quiere decir que se necesitan más mg de aceite para 

inhibir en 50%  la degradación del β-caroteno y evitar la oxidación, comparado con los resultados 

del extracto obtenido por extracción supercrítica a 108 bar y molienda convencional (3,00 

mg/mL). Esto se puede explicar por el hecho que debido a que algunos  compuestos antioxidantes 

del proceso de extracción se pudieron haber quedado en la fase acuosa de la emulsión siendo más 

diluidos en la fase lipídica y por tanto son menos eficientes en la protección del ácido linoleico 

(Koleva et al., 2002), además se ha reportado que los compuestos sesquiterpenicos (principales 

en la actividad antioxidante) se extraen en cantidad mayor por extracción supercrítica que por 

hidrodestilación (Perakis et al., 2010). Los valores obtenidos son mejores a los  obtenidos en  

extractos como Acmella oleracea (Asteraceae) con un valor de 20 en porcentaje de inhibición 

(IC50) (Dias et al., 2012).  

Respecto de los valores obtenidos de fenoles totales, estos presentan mayor cantidad en el aceite 

extraído por hidrodestilación con un valor de 13,18 mg GAE/g aceite comparado con los 

obtenidos en mayor cantidad por extracción supercrítica (10,97 mg GAE/g aceite), esto se debe a 

que los compuestos fenoles, tienden a ser más solubles en agua (Bandoni, 2000), por lo que se 

extrajo una mayor concentración, esto es debido también a que el  CO2 supercrítico  es un buen 

disolvente para los compuestos lipofílicos (no polar), mientras que tiene una baja afinidad con 
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compuestos polares (Fornari et al., 2012) motivo por el cual se reportó solo un valor de 10,97 mg 

GAE/g aceite para la extracción supercrítica a 108 bar y molienda convencional. Los valores 

obtenidos de fenoles totales son mayores comparados con los encontrados en literatura, por 

ejemplo en el extracto de hojas de la familia Apiaceae como es Canescens psammogeton 

presentando una cantidad de 34,20 mg GAE/g aceite (Gholivanda et al., 2010) es decir una 

mayor cantidad de fenoles, indica una mayor eficiencia en la extracción de compuestos fenólicos 

en los extractos de agua (Wong, 2006).-- 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 5 

CONCLUSIONES 



 Conclusiones 

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como 

acondicionamiento para la extracción supercrítica de aceites esenciales  52 

CAPÍTULO 5. CONCLUSIONES  

 

 De los pre-tratamientos estudiados, la descompresión rápida fue el pretratamiento con 

mayor rendimiento de extracción. La molienda convencional fue aquel con menor 

rendimiento de extracción, que se puede relacionar con la mayor pérdida de compuestos 

volátiles por el aumento de la temperatura durante la molienda. 

 Extracciones realizadas a 192 bar resultan en mayor rendimiento de extracción y mejor 

actividad antioxidante, comparados con las extracciones a 108 bar. 

 El mayor rendimiento de extracción en sustratos pre-tratados por descompresión rápida, 

no solo depende de la menor pérdida de compuestos volátiles, sino también de su 

habilidad por liberar y desplazar los aceites esenciales intraglandulares al someterlos a 

dos presiones distintas (108 y 192 bar), ya que a la presión de extracción 192 bar se 

extraen mayor cantidad de aceites debido a la mayor solubilidad del CO2. 

 Los extractos obtenidos con CO2 a 52 °C y 192 bar de sustrato pre-tratado por molienda a 

baja temperatura, resultaron con la mayor actividad antioxidante, medido por los métodos 

DPPH, -caroteno y FRAP. 

 En sustratos pre-tratados por molienda convencional y molienda a baja temperatura, el 

aumento de la presión de extracción de 108 a 192 bar, tuvo un efecto positivo sobre la 

capacidad antioxidante, medida por lo métodos DPPH, -caroteno y FRAP. 

 La extracción con CO2 supercrítico resultó con mayor rendimiento de extracción y 

actividad antioxidante, en comparación al método de hidrodestilación. 

 Extractos obtenidos por hidrodestilación tuvieron mayor concentración de compuestos 

fenólicos en comparación con la extracción supercrítica, debido a su menor solubilidad en 

el CO2. 
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ANEXOS 

ANEXO A. Caracterización de sustrato (hojas de L. rivularis). 

 

Tabla A-1. Determinación de la humedad del lote inicial de hojas de L. rivularis, luego de 5 días 

en el desecador. 

Peso vidrio 

Peso 

muestra 

húmeda 

Peso vidrio 

más muestra 

seca 

Peso 

muestra 

seca 

Humedad 
Humedad 

promedio 

27,6645 1,0015 28,6197 0,9552 4,62 4,76 

25,3102 1,0024 26,2636 0,9534 4,89 

   

 

Tabla A-2 Distribución del tamaño de partícula de las hojas de L. rivularis, para la molienda a 

baja temperatura. 

malla 

(mm) 

dpi (malla, 

mm) 
Masa (g) 

Masa 

retenida i 

(g) 

Fracción de 

masa 

retenida Δxi 

dpi *Δxi dp (mm) 

0,18-0,30 0,24 8,11 1,9464 0,01902781 0,0046 
 

0,30-0,50 0,4 12,68 5,072 0,04958335 0,0198 
 

0,50-0,60 0,55 6,32 3,476 0,03398102 0,0187 
 

0,60-0,71 0,655 8,85 5,798 0,05668065 0,0371 
 

0,71-0,85 0,78 6,47 5,047 0,04933895 0,0385 
 

0,81-1,00 0,925 26,5 24,513 0,23963657 0,2216 
 

1 1 56,44 56,44 0,55175165 0,5517 
 

Total 
 

125,37 102,2924 1 
 

0,81592406 
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Tabla A-3 Distribución del tamaño de partícula de las hojas de L. rivularis, para la molienda  

convencional. 

malla 

(mm) 

dpi (malla, 

mm) 
Masa (g) 

Masa 

retenida i 

(g) 

Fracción 

de masa 

retenida 

Δxi 

dpi *Δxi dp (mm) 

0,18-0,30 0,24 9,09 2,1816 0,021 0,0051 
 

0,30-0,50 0,4 17,16 6,864 0,06705712 0,0268 
 

0,50-0,60 0,55 8,17 4,4935 0,04389877 0,0241 
 

0,60-0,71 0,655 10,93 7,1592 0,06994104 0,0458 
 

0,71-0,85 0,78 7,68 5,9904 0,05852257 0,0456 
 

0,85-1,00 0,925 28,91 26,7418 0,26125117 0,241 
 

1 1 48,93 48,93 0,47801642 0,478 
 

Total   130,87 102,3605 1   0,78215405 

 

 

Tabla A-4 Fracción de masa de cada tamiz para obtener una muestra homogénea de carga en el 

extractor en molienda a baja temperatura. 

Abertura 

(mm) 
Peso tamiz (g) Peso tamiz + muestra (g) Peso muestra (g) 

Carga 

(g) 

1,00 410,71 467,15 56,44 9,0 

0,85 598,72 625,22 26,50 4,2 

0,71 618,15 624,62 6,47 1,0 

0,60 602,77 611,62 8,85 1,4 

0,50 379,00 385,32 6,32 1,0 

0,30 543,10 555,78 12,68 2,0 

Ultima fracción 491,18 499,29 8,11 1,3 

   

125,37 20,0 
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Tabla A-5 Fracción de masa de cada tamiz para obtener una muestra homogénea de carga en el 

extractor para la molienda convencional. 

Abertura 

(mm) 
Peso tamiz (g) Peso tamiz + muestra (g) Peso muestra (g) 

Carga 

(g) 

1,00 410,71 459,64 48,93 7,5 

0,85 598,72 627,63 28,91 4,4 

0,71 618,15 625,83 7,68 1,2 

0,60 602,77 613,70 10,93 1,7 

0,50 379,00 387,17 8,17 1,2 

0,30 543,10 560,26 17,16 2,6 

Ultima fracción 491,18 500,27 9,09 1,4 

   

130,87 20,0 
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ANEXO B. Análisis estadístico para la respuesta rendimiento de extracción. 

 

Tabla B-1 Análisis de varianza de los resultados de rendimiento de extracción. 

Factor de variación S.C G/L Varianza FExp FTabla R 

Presión 613,31 5 122,662 18,577 3,33 0,2309 

Pre-tratamiento 1976,38 2 988,190 149,658 4,1 0,744 

Error 66,03 10 6,603    

Total 2655,72 17     

Donde S.C: sumatoria cuadrados, G/L: grados de libertad, R: coeficiente de determinación. 

 

Tabla B-2 Resultados análisis Duncan para la variable presión de extracción. 

 192 bar 108 bar 

  41,66 40,2 40,02 30,44 29,89 27,18 

41,66 0 1,46
NS

 1,64
NS

 11,22* 11,77* 14,48* 

40,2 

 

0 0,18
NS

 9,76* 10,31* 13,02* 

40,02 

  

0 9,58* 10,13* 12,84* 

30,44 

   

0 0,55
NS

 3,26
NS

 

29,89 

    

0 2,71
NS

 

27,18 

     

0 

NS: no significativo, * significativo 

 

Tabla B-3 Resultados análisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 108 bar. 

 DR CR BT 

  41,48 31,85 14,19 

41,48 0 9,63* 27,29* 

31,85 

 

0 17,66* 

14,19     0 

NS: no significativo, * significativo 

 

 

 

 



 Anexos  

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como 

acondicionamiento para la extracción supercrítica de aceites esenciales 70 

Tabla B-4 Resultados análisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 192 bar. 

 

 DR CR BT 

  51,09 43,00 27,79 

41,48 0 8,09* 23,30* 

31,85 

 

0 15,21* 

14,19 

  

0 

NS: no significativo, * significativo 

 

ANEXO C. Análisis estadístico para la respuesta actividad antioxidante, método DPPH. 

 

Tabla C-1 Análisis de varianza de los resultados de actividad antioxidante, Método DPPH. 

Factor de variación S.C G/L Varianza FExp FTabla R 

Presión 9,27 5 1,85 32,25 3,33 0,892 

Pre-tratamiento 0,55 2 0,27 4,74 4,1 0,052 

Error 0,57 10 0,06 

 

  

Total 10,39 17     

Donde S.C: sumatoria cuadrados, G/L: grados de libertad, R: coeficiente de determinación. 

 

Tabla C-2 Resultados análisis Duncan para la variable presión de extracción. 

 108 bar 192 bar 

 

2,11 2,07 2,01 0,64 0,63 0,63 

2,11 0 0,04
NS

 0,1
NS

 1,47* 1,48* 1,48* 

2,07 

 

0 0,06
NS

 1,43* 1,44* 1,44* 

2,01 

  

0 1,37* 1,38* 1,38* 

0,64 

   

0 0,01
NS

 0,01
NS

 

0,63 

    

0 0
NS

 

0,63 

     

0 

NS: no significativo, *significativo  
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Tabla C-3 Resultados análisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 108 bar. 

 

 

 

 

NS: no significativo, *significativo. 

 

 

Tabla C-4 Resultados análisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 192 bar 

 

 

 

 

NS: no significativo, *significativo 

 

 

ANEXO D. Análisis estadístico para la respuesta actividad antioxidante, método FRAP. 

 

Tabla D-1 Análisis de varianza de los resultados de actividad antioxidante FRAP. 

Factor de variación S.C G/L Varianza FExp FTabla R 

Presión 0,87 5 0,174 1,170 3,33 0,330 

Pre-tratamiento 0,28 2 0,141 0,950 4,1 0,107 

Error 1,48 10 0,148 

 

  

Total 2,63 17 

 

   

Donde S.C: sumatoria cuadrados, G/L: grados de libertad, R: coeficiente de determinación. 

 

 DR BT CO 

 

0,74 0,643 0,5 

1,58 0 0,11
NS

 0,25* 

1,27 

 

0 0,14* 

1,18 

  

0 

 BT CO DR 

 

2,53 1,860 1,79 

2,53 
0 0,67* 0,74* 

1,860 

 

0 0,07
NS 

1,79 
    0 
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ANEXO E. Curvas para obtención del porcentaje de inhibición IC50 

 

 

Figura E-1 Curva para la obtención del porcentaje de inhibición (192 bar). 

 

 

Figura E-2 Curva para la obtención del porcentaje de inhibición (108 bar). 
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Figura E-3. Curva para la obtención del porcentaje de inhibición (Hidrodestilación). 

 

ANEXO F. Análisis estadístico para la respuesta actividad antioxidante, método blanqueamiento 

del β-caroteno. 

 

Tabla F-1 Análisis de varianza de los resultados de actividad antioxidante. 

Factor de variación S.C G/L Varianza FExp FTabla R 

Presión 9,27 5 1,85 32,253 3,33 0,892 

Pre-tratamiento 0,55 2 0,27 4,74 4,1 0,052 

Error 0,57 10 0,06 
   

Total 10,39 17 

 

   

Donde S.C: sumatoria cuadrados, G/L: grados de libertad, R: coeficiente de determinación. 
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Tabla F-2 Resultados análisis Duncan para la variable presión de extracción. 

 108 bar 192 bar 

 

2,47 2,45 2,42 0,67 0,66 0,66 

2,47 0 0,02
NS

 0,05
NS

 1,8* 1,81* 1,81* 

2,45 

 

0 0,03
NS

 1,78* 1,79* 1,79* 

2,42 

  

0 1,75* 1,76* 1,76* 

0,67 

   

0 0,01
NS

 0,01
NS

 

0,66 

    

0 0
NS

 

0,66 

     

0 

NS: no significativo, *significativo  

 

 

Tabla F-3 Resultados análisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 108 bar. 

 DR CO BT 

 

3,0 2,50 1,8 

3,0 0 0,510* 1,210* 

2,50 

 

0 0,70* 

1,8 

  

0 

*significativo, NS: no significativo 

 

Tabla F-4 Resultados análisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 192 bar. 

 

 DR CO BT 

 

0,70 0,69 0,60 

0,70 0 0,010
NS

 0,10* 

0,69 

 

0 0,09* 

0,60 

  

0 

NS: no significativo, *significativo  
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ANEXO G. Análisis estadístico para la respuesta contenido de fenoles totales. 

 

Tabla G-1 Análisis de varianza de los resultados de Fenoles totales. 

Factor de variación S.C G/L Varianza FExp FTabla R 

Presión 18,73 5 3,746 0,841 3,33 0,266 

Pre-tratamiento 7,21 2 3,607 0,810 4,1 0,102 

Error 44,52 10 4,452 

 

  

Total 70,46 17 

 

   

Donde S.C: sumatoria cuadrados, G/L: grados de libertad, R: coeficiente de determinación 

 

ANEXO H. Rendimiento de extracción obtenido en Hidrodestilación. 

 

Tabla H-1 Rendimiento de extracción de aceites de hojas de L. rivularis obtenido en 

hidrodestilación. 

Extracción 
Peso 

matraz 

Peso 

matrazmás 

muestra 

Extracto Rendimiento Promedio 
Desviación 

estándar 

1 8,6028 8,6798 0,077 1,925 2,011 0,12 

2 8,0001 8,084 0,0839 2,0975   

 

 

 

 

 

 

 



 Anexos  

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como 

acondicionamiento para la extracción supercrítica de aceites esenciales 76 

ANEXO I. Curvas de calibración. 

 

Tabla I-1. Datos utilizados para la calibración para la determinación de la actividad antioxidante 

por el método de DPPH en aceites esenciales extraídos de hojas de L. rivularis. 

Tubo 

 

Etanol Trolox DPPH 
Absorbancia Abs 0 - Abs Trolox (µg) 

Trolox 

(mmol/L) (ml) (µl) (µl) 

1 3,2 0 800 0,915 0 0 0 

2 3,18 20 800 0,790 0,125 5 0,005 

3 3,16 30 800 0,733 0,182 7,5 0,0075 

4 3,14 50 800 0,623 0,292 12,5 0,0125 

5 3,12 70 800 0,499 0,416 17,5 0,0175 

6 3,1 100 800 0,341 0,574 25 0,025 

 

 

 

 Figura I.1 Curva de calibración para Trolox equivalente. 
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Tabla I-2 Datos utilizados para la calibración para la determinación de la actividad antioxidante 

por el método de reducción del hierro III en aceites esenciales extraídos de hojas de L. rivularis. 

Tubo 
Agua destilada 

(µL) 
Trolox (µL) FRAP (µL) Absorbancia abs-abs0 

Trolox 

(µmol/L) 

1 150 50 1500 0 0 0 

2 150 50 1500 0,318 0,133 100 

3 150 50 1500 0,445 0,26 200 

4 150 50 1500 0,746 0,561 350 

5 150 50 1500 0,896 0,711 450 

6 150 50 1500 0,95 0,765 500 

 

 

 

 

Figura I-2 Curva de calibración para reducción del hierro III. 
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Tabla I-3 Datos utilizados en la calibración para la determinación de fenoles totales en aceites 

esenciales extraídos de hojas de L. rivularis 

Folin (mL) Na2CO3 (mL) Absorbancia GAE (mg/mL) Absorbancia 

0,5 1 0,000 0 0,000 

0,5 1 0,240 0,025 0,141 

0,5 1 0,447 0,050 0,252 

0,5 1 0,593 0,100 0,456 

0,5 1 0,611 0,150 0,646 

 

 

 

Figura I-3 Curva de calibración para fenoles totales. 
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