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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio el efecto de distintos tipos de pre-tratamientos de un sustrato
vegetal sobre el rendimiento de extraccion de aceites esenciales y capacidad antioxidante de los
extractos obtenidos, usando dioxido de carbono supercritico (SC-CO,) a dos presiones 108 y 192
bar y temperatura 52 °C. Como sustrato vegetal se utilizd hojas de Leptocarpha rivularis
conocidas como “palo negro”. Se aplicaron tres distintos pre-tratamientos los cuales fueron:
molienda convencional, molienda a baja temperatura y descompresion rdpida con CO,
supercritico. Como método de comparacion se realizé la hidrodestilacion con hojas enteras de L.
rivularis. El sustrato utilizado para la descompresion rapida con CO, supercritico tuvo un tamafo
promedio de particula mayor ya que se hicieron pasar por un tamiz de abertura 2,36 mm. Este
mayor tamafio de particula, resulté en un valor bajo de densidad verdadera y valores bajos de
porosidad de lecho empacado. La descompresion rapida con CO, supercritico fue el pre-
tratamiento que entregd mayor rendimiento de extraccién de aceites esenciales a 108 bar (41,48 ¢
aceite/kg sustrato) y a 192 bar (51,09 g aceite/kg sustrato). Esto podria explicarse por la selectiva
ruptura de los tricomas que son las glandulas que almacenan los aceites esenciales y se
encuentran en hojas de la familia Asteraceae y Lamiaceae. Le siguid en rendimiento de
extraccion 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 encontré que la mayor actividad
antioxidante se obtuvo en el pre-tratamiento por molienda a baja temperatura a 192 bar
siguiéndole la descompresion rapida. Al comparar la extraccion supercritica con la
hidrodestilacién, se observd que en esta Gltima se obtuvo una mayor cantidad de fenoles
comparado con la extraccion supercritica, debido a que los fenoles son méas solubles en agua.
Esto evidencié una buena actividad antioxidante del extracto obtenido por hidrodestilacion,
medida por la reduccion de hierro 11l (FRAP), con un valor de 2,03 umol trolox/mg aceite. Sin
embargo el extracto obtenido por hidrodestilacion, presenté bajos valores de rendimiento y baja
actividad antioxidante medida por el método DPPH y B-caroteno. El andlisis de varianza entregd
resultados que indican que las variables pre-tratamientos y presion afectaron significativamente
(0=0,05) sobre las respuestas rendimiento de extraccion y actividad antioxidante (DPPH y B-
caroteno). No ocurriendo lo mismo con la respuesta actividad antioxidante medida por el método

de reduccion del hierro 111 (FRAP) y contenidos de fenoles totales (método Folin).
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La Leptocarpha rivularis conocida también como “palo negro”, es una planta endémica, que
crece entre el Maule y Valdivia, en lugares humedos 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 anticancerigenas, anticonceptivas,
antiflogisticas, antivirales, antibacterianas y antioxidantes (Teixeira et al., 2013). Los principales
compuestos de aceites esenciales de plantas son terpenos, monoterpenos (Cio), que pueden

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

Efectivas tecnologias para extraer y aislar aceites esenciales a partir de materias primas estan
adquiriendo mucha atencién en la investigacion y el desarrollo. Los enfoques tradicionales para
recuperar el aceite esencial de la matriz de la planta incluyen métodos de extraccion por arrastre
con vapor, hidrodestilaciéon y extraccion con solventes. Una de las desventajas del arrastre con
vapor y los métodos de hidrodestilacion estd relacionada con la termolabilidad de los
componentes de aceite esencial, que se someten a la alteracion quimica debido al efecto de las
altas temperaturas aplicadas (cercana a la temperatura de ebullicion del agua) (Fornari et al.,
2012). Ademas, del bajo rendimiento por pérdidas de compuestos volatiles y tiempos de
extraccion prolongados. Uno de los principales problemas de la extraccion por arrastre con vapor
es la degradacion de compuestos insaturados por accion del calor, mientras que para la extraccién
con solvente el principal problema es la incorporacion al producto de residuos tdxicos

provenientes del solvente (Pérez, 2005).

Por esta razon es de interés el investigar nuevas tecnologias que permitan mejorar la calidad de
los extractos, como la extraccion con fluido supercritico utilizando diéxido de carbono (COy)
como solvente, esta metodologia ha sido ampliamente estudiada para la separacion de aceites

esenciales desde extractos herbaceos.

Para la extraccién de aceites esenciales, es importante aplicar pre-tratamientos al substrato
vegetal a fin de lograr la destruccion de barreras microestructurales del tejido vegetal y mejorar

la velocidad de extraccion (Fornari et al., 2012). Por esta razon, es posible pensar en minimizar

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales 1



Introduccion

las pérdidas en la extraccion de aceites esenciales aplicando diferentes tipos de pre-tratamientos

ya que las pérdidas pueden variar segun la técnica de extraccion.

La molienda convencional corresponde a la reduccion de tamafio de las particulas del substrato
vegetal en un molino. Una desventaja de la molienda convencional es el incremento de la
temperatura por friccion ya que afecta la estabilidad y pérdida de los componentes volatiles del
aceite esencial (Mella, 2002). Como alternativa esta 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 volatiles y posteriormente

someterlo a molienda.

Sandoval (2008), ha estudiado el tratamiento de hojas de boldo y orégano por rapida
descompresion con CO; para la ruptura de tricomas, que son Grganos que producen y contienen
los aceites esenciales. En este pre-tratamiento, el substrato se expone al CO, comprimido a una
determinada presion estatica, y el gas penetra y se disuelve en el aceite intracelular hasta que se
alcanza el limite de solubilidad. Durante la descompresion rapida, el gas disuelto se desorbe de la
fase de aceite y se descarga rapidamente. La incapacidad de los tricomas para descargar el gas, a
una velocidad establecida por la pérdida de solubilidad en el aceite con la descompresion, genera
un gradiente de presion 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 volatiles, mejoren el rendimiento y la composicion de los aceites

esenciales.

En este contexto, se propone estudiar la extraccion de aceite esencial de hojas de L. rivularis
usando pre-tratamientos de molienda convencional, molienda a baja temperatura y
descompresion rapida con CO,, para luego extraer a dos presiones distintas con el proposito de

aumentar el rendimiento de extraccién de aceite esencial y la calidad del extracto.

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales 2



Introduccion

1.1. Objetivos

1.1.1 Objetivo general
El objetivo general es estudiar la aplicacion de distintos pre-tratamientos sobre hojas de L.
rivularis y su efecto sobre el rendimiento de extraccion de aceite esencial usando didxido de

carbono (CO,) supercritico.

1.1.2 Objetivos especificos
- Evaluar el efecto de los distintos pre-tratamientos sobre el rendimiento de extraccion
- Evaluar el efecto de los distintos pre-tratamientos y presion sobre la actividad
antioxidantes de aceites esenciales obtenidos con CO, supercritico.
- Establecer si existen diferencias en el rendimiento y la actividad antioxidante, entre los

extractos obtenidos con CO, supercritico y los obtenidos por hidrodestilacion.

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales 3
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CAPITULO 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 humedos 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 didametro, amarillas. Florece entre
primavera y verano, mientras que fructifica en otofio (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 desérdenes

gastricos.

Figura 2.1 Hojas de palo negro (Leptocarpha rivularis)

2.2. Aceites esenciales (AE)

Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos volatiles que se encuentran en
muchas especies vegetales y son responsables de su olor caracteristico. 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 comun. Todos,
aungue con estructuras quimicas muy distintas, proceden de la condensacion, en nimero variable,
de unidades isoprénicas (Figura 2.1) (Yoshikawa et al., 1996). Entre sus distintas formas se

encuentran  hidrocarburos monoterpenos  (CioHi6), monoterpenos oxigenados (MT),

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como
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sesquiterpenos (ST), sesquiterpenos oxigenados (CisH,g) que presentan la caracteristica de ser
muy Vvolatiles, y compuestos de alto peso molecular (di-y triterpenos, ceras, pigmentos,
etc.) (Gahan y Brignole, 2013). Estas sustancias también han demostrado poseer multiples
propiedades funcionales como capacidad antioxidante (Milan et al., 2008) y capacidad

antimicrobiana (Tatsadjieu et al., 2010).

En términos generales los aceites esenciales estan compuestos por mas de setenta diferentes
componentes (Russo et al., 1998). Los componentes mayoritarios, entre ellos monoterpenos,
pueden constituir por encima del 85% de la composicidn 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 quimica CsHg) principales compuestos de aceites esenciales

Los aceites esenciales en las plantas pueden encontrarse en diferentes células, en canales
secretorios, glandulas o en los tricomas (Stashenko, 2009) y el tipo de estructura secretora es
especifico 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 raices a través del vastago de las hojas, flores y frutas y se pueden encontrar en todas
las especies de las familias de Asteraceas, Lamiaceae (Stashenko, 2009) y en las familia de
Apiaceae (Umbelliferae) (Zizovic et al., 2007). Estos conductos secretores se encuentran en la
parte mesofila de la hoja en el tallo y corteza. Los tricomas glandulares se forman generalmente
de un peddnculo biseriado con una cabeza de una a muchas células. En el tipo mas comdn, el

pedunculo esta formado por cinco pares de células. La secrecion de los conductos se compone de

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como
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aceites esenciales, lipidos, resinas, lactonas de sesquiterpeno, alcaloides, sustancias similares a la

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

2.3. Capacidad antioxidante

Hoy en dia, el interés en antioxidantes naturales ha aumentado considerablemente para uso en
alimentos, productos cosméticos y farmacéuticos, principalmente para reemplazar a los
antioxidantes sintéticos que estan siendo restringidos debido a sus efectos toxicos. Plantas
aromaticas 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 quimica definida, una molécula o fragmento de molécula, que
contiene uno 0 mas 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 quimicas en cadena (Halliwell, 1996). Los compuestos fendlicos pueden actuar
eliminado los radicales libres o previniendo su formacidn, estos tienen la potencial capacidad de
pérdida de un &tomo de hidrégeno y/o un unico electrén (debido a la estabilidad de la resultante
de los radicales libres) exhiben considerables actividades antioxidantes, adem&s 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. Este es el motivo por el cual se considera que los aceites esenciales que no
contienen fenoles presentan actividad antioxidante (Tafurt, 2005). EI mecanismo de la accion
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
acido ascorbico (Veillet et al., 2010). Aunque el mecanismo de la accion antioxidante de los
aceites esenciales no se conoce con toda certeza, en un estudio realizado por Foti y Ingold, (2003)

se muestra que el y-terpineno (hidrocarburo monoterpénico) presente en varios aceites esenciales,
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actla como antioxidante al retardar la peroxidacion del acido linoleico, porque los radicales
peroxilo formados a partir de éste (HOO*) reaccionan rapidamente con los radicales peroxilo del
acido linoleico (LOO¥*). De tal forma que se disminuye la concentracion de los radicales peroxilo
del &cido linoleico (LOO¥*). Es decir la presencia de hidrocarburos antioxidantes monoterpenos
y/0 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)
investigd que en plantas de las familia de las Lamiaceae a presion de 200 bar se extraen
compuestos activos como sesquiterpenos, por lo que la habilidad de donar atomos de hidrogeno
0 electrones al electron impar del DPPH de los aceites esenciales podria estar asociado
principalmente a los compuestos activos pesados como hidrocarburos sesquiterpénicos y
sesquiterpenos oxigenados que son co-extraidos a alta presién (Sonsuzer et al., 2004),
provocando una disminucion de la absorbancia proporcional a la concentracién 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

ademas de presentar también los mismos conductos secretores.

Es sabido por tanto que los aceites esenciales estan formados en su mayoria 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 extraccion 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 atomos de hidrégeno y transferencia Unica de electrones. La transferencia de atomos de
hidrogeno mide la habilidad clsica de un antioxidante (AH) de extinguir radicales libres por
donacion de hidrogenos (Prior et al., 2005). Asi mismo el método de transferencia Unica de
electrones detecta la habilidad de un potencial antioxidante (AH) de transferir un electron,
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
comparacion entre resultados de actividad antioxidante, aun correspondiendo al mismo método
de medida, se deben efectuar con precaucién; ya que pueden existir cambios en la temperatura
del ensayo, sus condiciones de realizacion, en el modo de combinar las muestras con los reactivos
(tiempo de exposicion de los compuestos activos a los reactivos) y en la metodologia empleada
en la extraccion (tamafio de particula, ciclos de extraccién, modo de agitacion de la muestra,

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

2.4. Fluido supercritico

Los fluidos supercriticos son producidos por el calentamiento de un gas por encima de su
temperatura critica o la compresién de un liquido por encima de su presion critica, 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 liquido o un gas, el fluido supercritico

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

Presian

r

Region de fluido
SUpercritico

Region de solido
Region
de

Liquido

| Presian
critica

Punto critico

Punto triple

Temperatura
critica

Temperatura

Figura 2.3 Diagrama de fases para una sustancia pura

En este sentido los fluidos supercriticos han recibido mayor atencidn en varios procesos quimicos
debido a sus propiedades Unicas intermedias entre las de los gases y los liquidos. Por ejemplo, la
viscosidad de un fluido supercritico es, generalmente, comparable a la de un gas, pero dos
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ordenes de magnitud menor que la de un liquido, mientras que su difusividad esta entre la de un
gas y un liquido. Los fluidos supercriticos poseen propiedades de gas como propiedades de
transporte y las densidades como de liquido y, por lo tanto, se han utilizado ampliamente para
aplicaciones de extraccion (Huang et al., 2005). Adicionalmente, puede cambiar rapidamente la
densidad con pequefios cambios en la temperatura o presion. Estas propiedades lo hacen
conveniente como un sustituto de los solventes organicos en los procesos de extraccion (Velasco
et al., 2007).

Otras de las ventajas de utilizar fluidos supercriticos son: a) Poseen alto coeficiente de difusion y
viscosidad mas baja que los liquidos; b) Ausencia de tension superficial, la cual aumenta la
operacion de extraccion dada la rapida penetracion de estos al interior de los poros de la matriz
heterogénea; c) La selectividad durante la extraccion puede ser manipulada dada la variacion de
las diferentes condiciones de temperatura y presion afectando la solubilidad de varios
componentes en el fluido supercritico; d) La extraccion con fluidos supercriticos no deja residuos
quimicos; e) La extraccion con CO, supercritico permite su facil recuperacién por procesos de

reciclaje (Velasco et al., 2007).

Entre las tecnologias innovadoras del proceso, la extraccion con fluidos supercriticos (EFS) es la
aplicacion mas estudiada. En general la EFS se realiza generalmente utilizando CO, supercritico
por varias razones practicas: el CO,tiene presion critica moderadamente baja (74 bar) y
temperatura baja (32 °C) sefialado en la Tabla 2.1, no es tdxico, no es inflamable, disponible en
alta pureza a un costo relativamente bajo, y se elimina facilmente del extracto. El
CO, supercritico tiene una polaridad similar al pentano liquido y de este modo es adecuado para
la extraccion de compuestos lipofilos. Por lo tanto, teniendo en cuenta la caracteristica lipofilica
de aceites esenciales de plantas, es obvio que la EFS utilizando CO, surge como una alternativa

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

supercriticos.

Sustancia Tc (°C) Pc(KPa)  p (kg/m’)
Agua 374,2 21480 320
Amoniaco 132,5 10990 230
butano 152,0 7060 230
Dioxio de 31,1 7200 470
carbono
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. Extraccion de aceites esenciales

2.5.1 Extraccién supercritica con CO,
Desde un tiempo se han desarrollado varias técnicas nuevas para la extraccion de solutos de
matrices sélidas, entre ellas se tiene la extraccion con fluidos supercriticos con el objeto de
acortar el tiempo de extraccion, disminuir el consumo de solvente, aumentar el rendimiento de

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

Es una técnica sencilla, donde el material vegetal se empaca en una camara de acero inoxidable a
través de la cual se hace circular un fluido en estado supercritico (CO,), que actlia como solvente
y permite separar los componentes volatiles del material vegetal. El fluido, luego, se elimina por
descompresion hasta alcanzar la presion y la temperatura ambiente. Finalmente, se obtiene un
extracto cuyo grado de pureza depende de las condiciones de extraccion. Las ventajas de esta
técnica son que se evita la degradacion térmica de los componentes, hay mayor rendimiento en la
extraccion, y, presumiblemente, no hay cambios quimicos de los componentes (Dean, 1998).
Otras de las grandes ventajas de la extraccion utilizando CO, supercritico es la ausencia de
residuos y la facil recuperacion del disolvente, asi como los menores peligros y riesgos y, en
ciertos casos ahorros de energia sustanciales respecto a extraccion o destilacién convencionales
(del Valle y Aguilera, 1999).
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El CO, es el fluido supercritico mas utilizado debido a que sus condiciones criticas son
relativamente féciles de alcanzar y se consigue con diferentes grados de pureza, se puede trabajar
a baja temperatura y, por tanto, se pueden separar compuestos termolabiles ayudando a prevenir
la degradacion térmica de ciertos componentes quimicos del alimento cuando son extraidos
(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 mas altas se aplican para contribuir a la ruptura de las células vegetales y la
liberacion de otras sustancias tales como ceras cuticulares que son co-extraidos ademas de otras
sustancias co-extraidos de mayor peso molecular (Fornari et al., 2012), esto guarda relacion con
que a temperatura constante, y aumentando la presion se aumenta también la densidad del CO,
supercritico, aumentando el poder disolvente. Como la densidad aumenta, la distancia entre las
moléculas disminuye; por lo tanto, la interaccion entre los analitos y CO, aumenta, lo que lleva a

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

En este sentido el pardmetro mas relevante en el proceso de extraccion de la matriz de la planta es
la presion de extraccion, que puede ser utilizado para sintonizar la selectividad del disolvente
supercritico. Con respecto a la temperatura de extraccion, en el caso de compuestos termolabiles
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 critico y tan bajo como sea
posible para evitar la degradacion (Fornari et al., 2012). En Tabla 2.2 se muestra evidencia de
extraccion de aceites esenciales utilizando CO, supercritico a diferente presion y temperatura.

La EFS de un soluto a partir de una materia prima sélida 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 extraccion de aceite puede ser altamente afectada por
parametros operacionales tales como: pre-tratamiento, presion de extraccion y temperatura
(Rebolleda et al., 2012).

Por otra parte, la extraccion de aceites esenciales con fluidos supercriticos, se puede realizar a
temperaturas de alrededor de 50 °C, preservando asi la composicion de aceite y sus propiedades
originales (Zizovic et al., 2007). Ademas, que muestra una evidente diferencia en calidad del
aceite obtenido por este medio en comparacion con los aceites extraidos con métodos

tradicionales (Velasco et al., 2007).
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Tabla 2.2 Evidencia de extraccion de aceites esenciales utilizando CO, supercritico.

Condiciones de extraccion
Materia prima Temperatura Presion Referencia
(°C) (bar)
Anis (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 )
_ ) 10-25 66,7-78,5 Rodrigues et al. (2002)
tereticornis)
Hojas de romero (Rosmarinus
S 38, 48 100, 160 Coelho et al. (1997)
officinalis L.)
) ) ) Viera de Melo et al.
Hojas de tomillo (Thymus vulgaris) 40 200
(2000)
Hojas de yerba mate (llex B
o 40, 70 100-400 Saldafia et al. (2002)
paraguariensis)
Hojas de romero (Rosmarinus )
o 100 350 Celiktas et al. (2007)
Officinalis)
Tomillo (Thymus vulgaris) 40 115 Babovic et al. (2010)
Hisopo (Hyssopus officinalis) 40 115 Babovic et al. (2010)
Flores de manzanilla (Chamomilla
_ 30, 40 100-200 Povh et al. (2001)
recutita L.)
2.5.2 Métodos convencionales de extraccion de aceites

2.5.2.1 Extraccion con disolventes
Las tecnologias tradicionales para la produccién de extracto de plantas incluye la extraccion
soxhlet, utilizando diferentes tipos de disolventes: variando el disolvente de la extraccion de

acuerdo a los compuestos que se quiera obtener. Debe seleccionarse un solvente conveniente de
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tal forma que ofrezca el mejor balance de varias caracteristicas deseables: alto limite de
saturacion y selectividad respecto al soluto por extraer, capacidad para producir el material
extraido con una calidad no alterada por el disolvente, estabilidad quimica en las condiciones del
proceso, baja viscosidad, baja presion de vapor, baja toxicidad e inflamabilidad, baja densidad,
baja tension superficial, facilidad y economia de recuperacion de la corriente de extracto y bajo
costo (Dahlstrom et al., 1999). Cada solvente diferente produce extractos y composiciones
especificos (Zarnowski y Suzuki, 2004). Ambas fases entran en contacto intimo y el soluto o los
solutos pueden difundirse desde el solido a la fase liquida, lo que produce una separacién de los
componentes originales del solido; es una técnica utilizada tradicionalmente para la extraccion de
determinados compuestos en matrices vegetales. Esta técnica tradicional de extraccion tiene
ciertos problemas como son lentitud, laboriosidad, empleo de grandes cantidades de disolventes
toxicos, 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 afiaden (Wengiang et al., 2007).

2.5.2.2 Extraccion por arrastre con vapor

Los aceites esenciales son predominantemente obtenidos por destilacion 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 extraccién del aceite esencial se ve
facilitada por la destilacion de dos liquidos 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 mas ligero que el agua, flota en la parte superior y el agua va al fondo. Algunos aceites muy
volatiles pueden perderse en el proceso de destilacion, ademas, se pueden inducir cambios
quimicos, tales como la oxidacion o la hidrolisis. Por lo tanto, los aceites esenciales recuperados
por destilacion por arrastre con vapor son a menudo diferentes de los presentes en la fuente
original (Lee et al., 2009; Sanchez, 2006). En general las desventajas de estas técnicas son el bajo
rendimiento por pérdidas de compuestos volatiles, tiempos de extraccion prolongados, extractos
con residuos de solventes toxicos y degradacion de compuestos insaturados por accion del calor,
lo cual genera la aparicion de compuestos indeseables del sabor y aroma (Ebrahimzadeh et al.,
2003).
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2.5.2.3 Hidrodestilacion

Este método consiste en llevar a estado de ebullicion el agua, que penetra los tejidos de la planta
y disuelve una parte del aceite esencial presente en las estructuras contenedoras; esta solucion
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
glandulas de la planta. Los constituyentes oxigenados del aceite son méas solubles en el agua
hirviendo (unas 100 veces méas) que los hidrocarburos anélogos. Por esta razon, en las etapas
iniciales, los componentes se liberan de acuerdo con su grado de solubilidad, antes que por sus
puntos de ebullicidon. Luego, a medida que avanza la destilacion, los compuestos se liberan en
funcion de su temperatura de ebullicidn, siendo la Gltima fraccion muy rica en sesquiterpenos y
sus analogos oxigenados (Clarke, 2008). Otro factor que juega un papel importante durante la
extraccion mediante esta técnica, es el contenido de compuestos grasos (lipidos) en la planta, ya
que son poco Volatiles y en cierto modo, retienen la fraccion de hidrocarburos volatiles, los cuales
muestran mas afinidad por los compuestos grasos que por los compuestos oxigenados (Sanchez,
2006; Sarker et al., 2006).

Dentro de las desventajas que posee este método es que se requiere tiempos largos de
calentamiento y la utilizacion de grandes cantidades de agua, lo cual incrementa el coste y el
tiempo de la destilacion (Hernandez, 2011) ademéas que se basan en la selecciéon del solvente
asociado con el uso de calor y/o agitacion (Velasco et al., 2007).

Otras de las desventajas de los métodos de hidrodestilacion es que los aceites esenciales se
someten a alteracién quimica y los compuestos sensibles al calor pueden ser destruidos
facilmente (Pourmortazavi y Hajimirsadeghi, 2007). Este proceso no es caro, pero puede inducir
la degradacion térmica, hidrolisis y solubilizacion 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
volatiles ya que sin estos, se afectaria el rendimiento y la composicion de los aceites esenciales
ademas que éstos juntos con los métodos de extraccion pueden afectar (parcial o totalmente) la
calidad del extracto (Yahya et al., 2010).

2.6.1 Molienda convencional
La trituracion se refiere generalmente a la molienda de muestras solidas compuestas de particulas

de gran tamafio en una que consiste en particulas pequefias. Si es apropiado, mejora la micro
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homogeneidad del analito y evita la segregacion del material como resultado de la amplia
distribucion del tamafio de particula 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 disolucion de los constituyentes celulares.

La molienda convencional corresponde a la reduccion de tamafio de las particulas del substrato
vegetal en un molino. Una desventaja de la molienda convencional es el incremento de la
temperatura por friccion ya que afecta la estabilidad y pérdida de los componentes volatiles del
aceite esencial, razon por la cual es recomendable mantener la temperatura lo méas baja posible
(Mella, 2002). En los procesos normales de molienda, se genera calor cuando se usa la energia
para fracturar una particula en un tamafio mas pequefio. 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).

2.6.2 Molienda a baja temperatura
La pérdida de volatiles puede reducirse significativamente por la técnica de trituracion criogénica
o pre-enfriado de la muestra, utilizando nitrégeno liquido que proporciona la refrigeracion
(mediante la absorcion de la generacion 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 degradacion térmica y la evaporacién 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. Ademés de los beneficios de la retencion de la calidad de
especias, el uso de la técnica a baja temperatura también ayuda en el proceso de reduccion de
tamano por el efecto de la baja temperatura de fragilizacion. La temperatura extremadamente baja
hace que los aceites se solidifiguen de manera que las especias se vuelven fragiles, se
desmenuzan fécilmente permitiendo molienda a un tamafio més fino y mas consistente. Asi un
tamafio mas pequefio 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 volatiles para

retener la mayor parte del sabor del aceite (Murthy y Bhattacharya, 2008). Del mismo modo,
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diferentes especies pueden ser molidas en un molino adicionando hielo seco para evitar perdidas

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

En general, las muestras trituradas con el molino de cuchillas presentan la méas amplia gama de
tamafios de particulas, siendo el proceso de trituracion menos eficiente, y asi, 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 mas
bajos (Santos et al., 2008).

2.6.3 Descompresién rapida con CO,
En este pre-tratamiento, el substrato vegetal se expone al CO, comprimido, y el gas penetra y se
disuelve en el aceite intracelular hasta que se alcanza el limite de solubilidad. Durante la
descompresion rapida, el gas disuelto se desorbe de la fase de aceite y se descarga rapidamente.
La incapacidad de los tricomas para descargar el gas, a una velocidad establecida por la pérdida
de solubilidad en el aceite con la descompresion, genera un gradiente de presién a través de la
pared celular que pueden conducir a su ruptura (Gaspar et al., 2003).

Estudios sugieren una extraccion inicial mas rapida de los aceites esenciales sometidos a
descompresion rapida, que la de una muestra molida a baja temperatura, ésto debido a la
destruccion selectiva de las barreras de transferencia de masa (tricomas glandulares que
contengan aceites esenciales en plantas seleccionadas) en la extraccion de aceite esencial durante
la descompresion rapida con CO; supercritico de las muestras impregnadas, lo cual facilita

considerablemente el proceso de extraccion (Gaspar et al., 2000, Gaspar et al., 2001).
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

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

recolectadas en la zona de Valdivia, X1V Region de Los Rios. Se obtuvieron hojas libres de tallos

y ramas. Las hojas se almacenaron en bolsas, bajo oscuridad y bajo refrigeracion, para asi evitar

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

temperatura.

312 Equipos e instrumentos

Agitador de tubos Vortex (VELP cientifica, Europea)

Balanza analitica, sensibilidad + 0,0001g, (precisa gravimetrics AG XB-220, Estados
Unidos)

Balanza granataria, sensibilidad + 0,1g (Shimadzu, modelo ELB600S, Japon)

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

Camara fotografica Axiocam ERc5c, Zeiss (Alemania)

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

Espectrofotometro (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 supercritico (Applied Separation Spe-ed 2, INC Allentown, Estados Unidos)
Microscopio optico Carls Zeiss GMBH (Alemania)

Micrétomo 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)

Termometro digital
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3.13 Reactivos

Acido acético

Acido Galico

Xilol

Acido 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
CO; 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

Solucién de B-caroteno

Parafina liquida pura p. a.
Surfactante Tween 40

Tolueno p.a

Trolox

[-caroteno tipo I, aprox 98%

Nitrogeno

3.14 Materiales de vidrio y otros

Balon de 1000 mL

Cubetas de vidrio

Matraz aforado 5, 10, y 100 mL
Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Micropipetas de 10, 100 pL
Picnémetro 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. Metodologia

3.2.1 Distribucion del tamafio de particula

Para el analisis del tamizado las hojas secas de L. rivularis fueron sometidas a distintos tipos de
pre-tratamientos y luego se determind la distribucion del tamafio de particula 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
vibracién por 15 min en un agitador de tamices Ro-Tap.

Para los ensayos con descompresion rapida con CO,, las hojas de L. rivularis no se molieron y
fueron reducidas de tamafio 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 (5° C) hasta su posterior uso. Asi 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 refrigeracion hasta su utilizacion.
El promedio del tamafio de particulas se determino por la ecuacion de Sautier (Povh et al., 2001),

ecuacion 3.1.

1 (3.1)

S
=
I

=1 ap;

Donde:

dp: Diametro de particula (mm).

dp;: Diametro de la malla i (mm).

Ax;: Fraccion masa retenida por la malla i.
1 1,2,3,...k.

3.2.2 Determinacion de humedad
Se determind 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 dias, luego la humedad de las hojas se
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determind pesando 1 g de muestra en placas previamente taradas y se llevaron a una estufa a 100
°C, 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
realizd en la balanza analitica hasta que alcanzara un peso constante (AOAC, 1990). Esta
determinacion se realizo en duplicado y fue aplicado al sustrato, previo y posterior a la extraccion
(sustrato inicial y sustrato agotado, respectivamente). Para la determinacion de humedad se

utilizé la ecuacion 3.2, que se muestra a continuacion:

)

Humedad (%) = [(m‘% (3.2)

x 100

Donde:
m;: Peso de la muestra inicial, hUmeda (g).

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

3.2.3 Densidad aparente y densidad verdadera
Se determiné la densidad aparente (psp) Y la densidad verdadera (py) 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?). Este procedimiento se efectud dejando caer el material
en una probeta de 50 mL sin aplicar presiébn mecanica. Estas mediciones se realizaron en
triplicado. Por otro lado, para la determinacion de la densidad verdadera se utilizé un picnémetro
de 25 mL (botella de Gay-Lussac). El procedimiento consistié en tomar la muestra e introducirla
en el interior del picndmetro hasta llenarlo y luego se pes6 en una balanza analitica,
posteriormente se adiciond tolueno hasta el nivel maximo del picnémetro que contenia la muestra
a medir y finalmente se pesé nuevamente (Roca et al., 2006). Inmediatamente el volumen fue

calculado mediante la ecuacién 3.3.

V= V;, . (WTotal - VVp - W) (3.3)

PTolueno
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Donde:

V: Volumen de la muestra (m®).

Vp: Volumen de picnémetro (m®).

Wrotai: Masa del picnémetro mas la muestra y el tolueno (kg).
Wp: Masa del picnémetro (kg).

W: Masa de la muestra (kg).

Drolueno. Densidad del tolueno (kg/m®).

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

L. rivularis usando la ecuacion 3.4.

e
Donde:
py: Densidad verdadera (kg/m?)
W: Masa de la muestra (kg)
V: Volumen de la muestra (m®)
3.24 Porosidad del lecho empacado.

Para determinar la porosidad del lecho empacado de particulas (¢) se necesitaran los valores de la

densidad aparente y densidad verdadera. Estos valores se reemplazaran en la ecuacion 3.5.

c = (1 _ M) % 100 (3.5)

Pverdadera

Donde:
€: Porosidad (-)
Paparente: Densidad aparente (kg/m?®)

Dverdadera. DeNsidad verdadera (kg/m®)
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3.25 Pre-tratamientos y caracterizacion fisica de substratos
Para evaluar la extraccion 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
extraccion supercritica 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 descompresion rapida
utilizando CO,.

e 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 alcanz6 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. EI molido se recolect6 en
bolsas de papel y bolsas de plastico para luego ser selladas y almacenadas bajo refrigeracion

hasta su utilizacion.

e Molienda a baja temperatura.
Para este pre-tratamiento se procedié a la optimizacion de molienda en frio para superar la
generacion de calor durante el proceso, por lo que fue necesario congelar la muestra a una
temperatura de -60 °C durante 4 dias en un congelador ubicado en la Universidad de La Frontera.
La molienda se realiz6 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 elevd la temperatura considerablemente. La molienda se realiz
lo més rapido posible para evitar el incremento de la temperatura y asi la perdida de volatiles.
Inmediatamente después la muestra molida se recolecto y se envasé en bolsas de papel y plastico
bajo refrigeracion hasta su utilizacion.

e Descompresion rapida con CO,
Para el pre-tratamiento de descompresion rapida con CO,, 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
realizd6 como sefiala Huerta (2005), se cargd la muestra dentro de un extractor de 50 mL del
equipo de extraccion supercritica, el sistema se presurizé a la condicion de 21 °C y 130 bar
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(Martinez, 2013), siendo ésta la mejor condicion para ruptura de tricomas. Se mantuvieron estas
condiciones por 1 h. Luego se abri6 la valvula manualmente para provocar la descompresion

rapida. Después de esta etapa, el sistema se presurizo para iniciar la etapa de extraccion.

3.2.6 Extraccion supercritica

La extraccion supercritica se llevd a cabo a 52 °C y a dos presiones de 108 bar y 192 bar. El
tiempo de extraccion y flujo de CO; para la condicion de 108 bar fue de 103 minutos y 2,8 L/min
de CO,. Asi también el tiempo de extraccion y flujo de CO; para la condicion de 192 bar fue de
60 minutos y 4,7 L/min de CO,. Los experimentos se llevaron a cabo en una unidad supercritica
Applied Separation Spe-ed 2 para cada sustrato proveniente de los distintos tratamientos:
molienda convencional, molienda a baja temperatura y descompresion rapida con CO,. 17
gramos del substrato herbaceo fueron cargados en el extractor de 50 mL de capacidad y antes de
extraer se mantuvieron las condiciones de extraccion durante 30 min. La extraccion fue realizada
usando un grado de alimentacion de CO, de un 99,8% de pureza y con una velocidad superficial
de 1 mm/segundo. La recuperacion del extracto se realiz6 utilizando viales de 60 mL,
previamente pesados. Las muestras se mantuvieron en un desecador con silicagel para enfriarlos
y eliminar la humedad, previo al pesado. La cuantificacion del extracto recuperado se obtuvo por
diferencia de peso con recipientes de vidrios limpios y secos. El cambio de peso registrado en los
recipientes, permitié determinar la masa de extracto recuperado.

El rendimiento de extraccion de aceites esenciales se calculd 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 extraccion para cada pre-tratamiento y presion se
recolectaron en un vial, y éste se utilizd para los analisis de actividad antioxidante. Los

experimentos de extraccion se realizaron en triplicado.

3.2.7 Extraccién por hidrodestilacién
Ademas de la extraccion supercritica se realizo la extraccion por hidrodestilacion como método
de comparacion. La extraccion de aceites esenciales se llevo a cabo por la metodologia de
hidrodestilacion. Se cargaron 40 g de muestra de hojas enteras de L rivularis junto con 500 mL
de agua como lo seiiala Khajeh et al. (2004) en un destilador tipo Clavenger por
aproximadamente 4 h. Se dejo 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

refrigeracion. Posteriormente se determind el rendimiento.

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales 25



Materiales y Métodos

3.2.8 Anadlisis de extractos

3.2.8.1 Actividad antioxidante: método del radical DPPH

Este método consiste en la neutralizacion de radicales libres de DPPH de los extractos
antioxidantes (Garcia et al., 2011). Generalmente, el método consiste en la mezcla de alicuotas
del aceite esencial con el radical DPPH con posterior registro de la variacion de absorbancia en el
tiempo (Pastene, 2009). La decoloracion corresponde a la actividad captadora de radicales del
antioxidante (Kulisic, 2004).

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

e Solucion 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 dejé en
agitacion durante 30 min.

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

agua desionizada.

Primero se prepard una curva de calibracion (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 agreg6 0,8 mL de reactivo DPPH.

Se debid preparar diluciones para cada muestra donde se adicioné a cada tubo de ensayo: 2,2 mL
de etanol, 1 mL de muestra (concentracion: 10 mg/mL) y 0,8 mL de DPPH. Para el blanco se
adicion6 3,2 mL de etanol con 0,8 mL de DPPH. La mezcla se agitd y se dejo reposar por 15 min
min en la oscuridad. Se trabajo en triplicado y se midi6 la absorbancia a 520 nm en cubeta de
vidrio. Finalmente a partir de la curva patron Trolox se calculo la actividad antioxidante de las
muestras expresadas en mg de Trolox equivalentes por 100 gramo de muestra seca utilizando la
ecuacion 3.6.

XA XVXFD  (36)
g
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Donde:

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

m: Pendiente de la curva patrén de trolox.

A: Absorbancia analizada en longitud 520 nm.

FD: Factor de dilucion.

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

g: Gramos de extracto utilizado.

3.2.8.2 Actividad antioxidante: método del blanqueamiento del -caroteno

El procedimiento para determinar la actividad antioxidante utilizando el método del
blanqueamiento del B-caroteno, se basa en el método sefialado por Mandiola et al. (2007). El
método de blanqueamiento del p-caroteno) se basa en la pérdida del color amarillo de B-caroteno
debido a su reaccion con los radicales que se forman por oxidacién de los acidos linoleico en una

emulsion (Kulisic et al., 2004).

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

dos emulsiones consistentes en:

A. 0,4 ml de B-caroteno, 0,088 mL de acido linoleico y 0,4 mL de Tween 40. Se evapord el
cloroformo bajo una corriente de nitrégeno seco. La muestra seca se disolvio en 200 mL
de agua destilada y se emulsificé en un sonificador durante 1 min.

B. De igual forma se elaboro esta emulsion, pero sin el -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 agregd 0,2 mL de muestra diluida
a cada tubo de ensayo junto con 5 mL de a solucién A, se realiz6 un control sin antioxidante
donde se agregdé 0,2 mL de metanol y 5 mL de la soluciéon A. La emulsion B se utilizd6 como
blanco (se agreg6 a un tubo de ensayo 0,2 mL de metanol junto con 5 mL de solucion B). Las
muestras fueron agitadas y medidas inmediatamente (t=0) en un espectrofotometro a 470 nm en
cubetas de vidrio. Una vez leidas las muestras fueron sometidas a una auto-oxidacion térmica a
50 °C por dos horas, se registro la absorbancia cada 15 min. Todas las muestras se realizaron en
triplicado. La actividad antioxidante fue calculada en términos de porcentaje de inhibicion

relativa al control (ecuacién 3.7).
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Aq120) = Ac120) (3.7)
IC =
Aco) — Ac(120)

Donde:

Aq(120)- Absorbancia del antioxidante a t= 120 min.
Ac(120)- Absorbancia del control a t= 120 min.

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

3.2.8.3 Actividad antioxidante: método de reduccion del Hierro 111 (FRAP)

El método FRAP, consiste en la reduccion de un compuesto o mezcla de compuestos sobre el
Fe*® presente en el complejo organico 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 (I11) a hierro (1) se determind segun el método de Benzie y
Strain (1996). Para este método se prepara el reactivo FRAP (10 partes de tampon de acetato de
sodio 300 nM a pH 3,6, 1 parte de solucién TPTZ 10 nM (tripyridyltriazina) y 1 parte de 20 nM

solucion de FeCls). La preparacion de cada una de estas partes se presenta a continuacion:

A. Para preparar tampén de acetato de sodio 300 nM a pH 3,6, se disolvieron 3,1 g de acetato
sodico en 16 mL de &cido acético glacial, y posteriormente se afor6 hasta 500 mL con

agua destilada.

B. Para preparar la solucion de TPTZ (10 nM), primero se mescl6é 0,166 mL de HCI con
agua destilada aforando hasta 50 mL. Luego se pes6 0,1561 g de TPTZ y se aford hasta
los 50 mL con la primera solucion preparada correspondiente a la de HCI.

C. Finalmente para preparar la solucion de FeCls (20 nM) se pesé 0,1622 g de FeCl3 y se

aford hasta 50 mL con agua destilada.
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Para preparar el reactivo FRAP se mezcl6 50 mL de la solucion A més 5 mL de solucion By 5
mL de soluciéon C. Asi mismo para la curva de calibracién (Anexo |, Figura 1-2) se prepararon
soluciones trolox a diferentes concentraciones, las cuales corresponden a 0, 100, 200, 350, 450 y

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

Para la determinacion de la actividad antioxidante se afiadieron 50 pL de solucién extracto en
metanol (concentracién 10 mg por mL de metanol) a 1500 pL del reactivo de FRAP mas 150 pL
de agua destilada y mas 50 uL de las diferentes concentraciones de trolox, y se incubo en un
bafio de agua a 37 °C por 30 min. Luego de trascurrido el tiempo el aumento de la absorbancia a
593 nm se medid en cubetas de vidrio. La capacidad antioxidante basado en la capacidad de
reducir los iones férricos del extracto fue expresada en umol equivalentes de Trolox por mg de

extracto a partir de la ecuacion 3.8.

C=(m><A)><V><FD (3.8)
myg

Donde:

C: Concentracion expresado en trolox equivalente (umol trolox/mg de aceite).
m: Pendiente de la curva patrén de trolox.

A: Absorbancia analizada en longitud 593 nm.

FD: Factor de dilucion.

V: Volumen del solvente utilizado en la preparacion 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 extraccion de polifenoles extraidos seran medidas por el método informado por

Koski et al. (2002) con algunas modificaciones.
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Preparacion 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 agitacion en un agitador de tubos Vortex. El hexano fue extraido de la muestra por
evaporacion con nitrogeno y el procedimiento de extraccion de polifenoles se repitié 3 veces, el

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

Para preparar los reactivos se utiliz6 reactivo Folin-Ciocalteau diluido, Na,CO3 7,5% p/v y como
patron acido galico con una concentracion de 0,5 mg/mL, posteriormente se prepararon los

siguientes reactivos:

¢ Reactivo Folin Ciocalteu fue diluido en una relacion 1:10 v/v (R. Folin/agua destilada). Se
diluyeron 10 mL del reactivo en 100 mL de agua desionizada.

e Carbonato sddico (Na,CO3) 7,5% p/v.

e El patron utilizado fue acido galico con una concentracion de 0,5 mg/mL. Se disolvieron

0,01 g de &cido galico con agua desionizada en un matraz de aforo de 20 mL.

Para la curva de calibracion (Anexo I, Figura 1-3), se adicion6 a 5 matraces de aforo de 10 mL la
solucion patrén (0,0, 0,05, 0,1, 0,2, y 0,3 mL) a cada matraz (el primero se considera como
blanco). A continuacién, 0,5 mL del reactivo Folin-ciocalteu fueron afiadidos a cada matraz mas
1 mL de la solucion de NayCOs y se afor6 con agua desionizada a un volumen final de 10 mL. Se
establecio el cero de la absorbancia del blanco a 765 nm y se procedi6 a medir la absorbancia de
las demas soluciones, obteniéndose de esta forma el grafico de la curva patron. Los resultados de
los analisis fueron expresados en mg de acido galico por 100 g de extracto. A partir de la
ecuacion de la curva obtenida con el patrén de acido galico se calculd la concentracion de
polifenoles totales del aceite expresado en mg de acido galico equivalente por g de aceite (mg

GAE/qg aceite) a partir de la ecuacién 3.9

C:(mxA)xVxFD (3.9)
g
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Donde:

C: Concentracion de &cido galico equivalente (mg GAE/g aceite).

m: Pendiente de la curva patrén de cido gélico.

A: Absorbancia analizada en longitud 593 nm.

FD: Factor de dilucion.

V: Volumen del solvente utilizado en la preparacion del extracto (mL).
g: Gramos de extracto utilizado.

3.2.9 Microscopia 6ptica
Las muestras frescas se sometieron a fijacion por 48 h con una solucién compuesta por una
mezcla de formalina, acido 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 inmersiéon final de 15
min en ter-butanol puro. Luego siguieron etapas de corte y tincion, 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 contenia volimenes crecientes de parafina hasta lograr la inmersion en parafina
liquida pura. Para el corte se utilizO un micrétomo manual (Jung, Heidelberg, Alemania),
obteniendo laminas delgadas de 30 um 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 lavo con agua

destilada.

Las iméagenes de las muestras se obtuvieron mediante un microscopio optico Carl Zeiss GMBH

(Alemania) equipado con una camara fotografica Axiocam ERc5c¢c (Alemania) (Sandoval, 2008).

3.2.10 Anélisis estadistico
Los pre-tratamientos a estudiar correspondieron a molienda convencional (CO), molienda a baja
temperatura (BT) y descompresion rapida con CO, (DR). Para cada sustrato obtenido del
correspondiente pre-tratamiento, se realizé la extraccion con CO; a dos condiciones: 52 °C y 108
bar; y 52 °C y 192 bar. Como respuestas se midié el rendimiento de extraccién, la actividad
antioxidante (tres métodos), y el contenido de fenoles totales. Posterior a esto, las respuestas

fueron sometidas a un analisis de varianza de dos factores, esto es, que permite estudiar
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simultaneamente los efectos de dos fuentes de variacion, para poder entonces determinar su

grado de significancia sobre el analisis 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 0=0,05.

Tabla 3.1. Resultados obtenidos para cada respuesta

52 °C
108 bar 192 bar

Pre-tratamiento

Molienda convencional

Molienda a baja temperatura

Descompresion rapida
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Caracterizacion del sustrato

Numerosas variables tienen un efecto singular en la extraccion supercritica de aceites esenciales
como son las condiciones de extraccion (presion y temperatura), humedad y el pre-tratamiento
aplicado al sustrato, estos afectan en gran medida no sélo el rendimiento sino también la
composicion del material extraido.

Para evaluar la extraccion 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 descompresion rapida, las hojas de L. rivularis obtenidas fueron sometidas a
tamizado para asi determinar la distribucion del tamafio de particula (dp, mm), densidad
aparente (pap, kg/m®), densidad verdadera (py, kg/m®), y porosidad (g), quedando asi con
determinadas caracteristicas fisicas sefialadas en la Tabla 4.1. En primera instancia se midi6 la
humedad de las muestras pre-tratadas de L. rivularis, resultando una humedad de 4,76 % (Anexo
A, Tabla A-1). A pesar del caracter lipéfilo de compuestos de aceites esenciales, el agua presente
en la matriz vegetal puede interferir en la interaccion soluto-CO, (en particular en el caso de los
terpenoides que son mas polares que los terpenos) y producir una disminucion del rendimiento de
la extraccion. Por esta razon, 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
disminucion en la eficiencia de extraccion. En el caso de alto contenido de humedad (~ 85%) la
extraccion es casi inhibida (Nagy y Simandi, 2008). El tamafio promedio de particula se
determind a partir de los datos de distribucién de tamafio de particulas (Anexo A, Tabla A-2 y A-
3).
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Tabla 4.1 Resumen de valores de tamafo de particula promedio (dp), densidad aparente (pap),
densidad verdadera (py) y porosidad (g) para un lecho empacado en funcién del tipo de pre-

tratamiento.

_ _ dp p &
Tipo de pre-tratamiento P * . Pv 2

(mm) (kg/m°) (kg/m?) )
Molienda convencional 0,78 340,7 1403,7 75,72
Molienda a baja

0,81 340,9 1363,0 74,98
temperatura
Descompresion rapida 2,36 340,8 1044,0 67,34

La densidad aparente del sustrato entrega informacidn sobre la capacidad de carga en el extractor.
Para todos los pre-tratamientos; molienda convencional, molienda a baja temperatura y
descompresion rapida las densidades fueron bastantes similares con valores de 340,7, 3409 y
340,8 kg/m® respectivamente.

La porosidad del lecho es el espacio vacio presente en la masa de hojas dentro del extractor,
expresado en relacion al porcentaje del volumen total de la muestra. La resistencia al flujo del
CO, depende entre otros factores de la porosidad del lecho y del tamafio 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 descompresion rapida presento
menor porosidad de lecho con un valor de 67,34%.

El tamafio de las particulas juega un papel importante en los procesos de EFS; si las resistencias
internas de transferencia de masa pueden ser reducidas, la extraccion estard controlada por las
condiciones de equilibrio y por lo tanto, se requieren cortos tiempos de extraccion (Fornari et al.,
2012). Bocevska y Sovova (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 extraccion. Estos resultados pueden explicarse por los
fendmenos que tienen lugar a escala de estructura secretora en la planta, los tricomas glandulares
son conductos secretores rigidos que no se ven afectados al momento en que las hojas son
reducidas de tamafio. El tamafio promedio de particulas (dp, mm) de sustrato sometido a cada
pre-tratamiento, se encontrd en un rango parecido para molienda convencional y molienda a baja
temperatura, esto debido a que se uso el mismo proceso de molienda. Sin embargo los valores

informados para el sustrato tratado con descompresion rapida con CO, supercritico, es diferente
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debido al mayor tamafio de particula utilizado en este estudio (dp < 2,360 mm) lo cual a su vez
afecta la porosidad (g).

La distribucion y el tamafio de particulas 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 presion de extraccion sobre el rendimiento de extraccion

En la Tabla 4.2 se presenta el rendimiento de extraccion de aceite esenciales extraidos de L.
rivularis (g aceite/kg sustrato) para cada combinacion de presion y pre-tratamiento aplicado al
sustrato. Este rendimiento resultdé del promedio de 3 réplicas + desviacion estandar 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
analisis estadistico determinaron que el tipo de pre-tratamiento y la presion de extraccién
afectaron significativamente (a=0,05) el rendimiento de extraccion. Asi mismo se identifico la
variable que posee mayor influencia sobre el rendimiento de extraccion el cual fue la variable
pre-tratamiento (Anexo B, Tabla B-1). Mediante el anélisis Duncan con 0=0,05 se pudo
identificar los pares de promedio que presentan diferencia significativa para la variable presién
(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 extraccién de aceites esenciales fueron
mas altos para sustratos pre-tratados por descompresion rapida con CO, supercritico (41,48 g
aceite/kg sustrato) y por molienda a baja temperatura (31,85 g aceite/kg sustrato) extraidos a 108
bar en comparacion con los rendimientos obtenidos por el método convencional (14,19 g
aceite/kg sustrato). Para la extraccion 192 bar el rendimiento de extraccion aumento a valores de
27,79, 43,00 y 51,09 g aceite/kg sustrato para molienda convencional, molienda a baja

temperatura y descompresion rapida, respectivamente.
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Tabla 4.2 Rendimiento de extraccion de aceites esenciales (g aceite/kg sustrato) obtenido con

CO, supercritico 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
Descompresion rapida 41,48 + 2,20c 51,09 + 2,59c

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

Los bajos rendimientos de extraccién obtenidos por el método convencional pueden ser
explicado porque el calor generado durante la molienda, provocd pérdidas considerables de
compuestos volatiles en el sustrato, los cuales pueden ser minimizados mediante la reduccion 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 extraccion de aceite esencial deben ser dirigidos a una destruccién selectiva de las barreras
celulares que tenga el aceite esencial en la hierba, pero no a expensas de provocar pérdidas de
compuestos volatiles. 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 descompresion rapida se
produjo una liberaciébn mas pronunciada de los aceites esenciales durante la extraccion
supercritica. Asi mismo los altos rendimientos de extraccion obtenidos por el método de
descompresion rapida pueden ser explicados por la ruptura eficiente de las paredes glandulares
Ilamadas tricomas lograda por esta operacién como lo muestra la Figura 4.1, los tratamiento de
descompresion rapida muestran evidencia de ruptura desde dentro del interior de las glandulas
haciéndolo mas 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 descompresion rapida, se observa pocos tricomas debido a que en este tipo de familia
(Asteraceae) presentan mas 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
descompresion rapida con CO,, en esta imagen se indica los tricomas glandulares con su punta

destruida y separadas de la hoja.
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(A)

(B) % -

Figura 4.1 (A) imagen tomada por microscopio optico de una hoja de L. rivularis antes de ser
sometida a descompresién rapida con CO, supercritico. (B) imagen tomada por microscopio
optico de una hoja de L. rivularis después de ser sometida a descompresion rapida con CO,
supercritico (glandulas tricomas indicadas por flechas)

Por otro lado la Tabla 4.2 muestra que para una temperatura constante, el rendimiento de
extraccion aumento para cada pre-tratamiento conforme se aumenta la presion de extraccion, esto
se explica por el hecho que cuanto mayor es la presion, mayor es el poder disolvente del CO, y
mas pequefia es la selectividad de la extraccion (Fornari et al., 2012). Es por esto que a mayor
presion se extraen mayores compuestos de diferente peso molecular.

Comparando el rendimiento de extraccion 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) extraidos a 50 °C y 250 bar con un rendimiento de 1,59 g aceite/kg sustrato
(Dias et al., 2012). Para baja presion (150 bar) y 40 °C se ha reportado un rendimiento de
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extraccion 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 extraccion obtenido en este
estudio a presion de 108 bar por molienda convencional el cual es 21 veces més alto presentando

un valor de 14,19 g aceite/kg sustrato.
4.3. Efecto del pre-tratamiento sobre la actividad antioxidante de los extractos
43.1 Métodos basados en transferencia electronica unica

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 eqg/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,
extraidos a presiones de 108 y 192 bar y a temperatura constante (52 °C). Los resultados del
andlisis estadistico determinaron que el tipo de pre-tratamiento y la presién de extraccion
afectaron significativamente (0=0,05) sobre la actividad antioxidante. Del andlisis también se
logré identificar la variable que posee mayor influencia sobre la respuesta actividad antioxidante,
siendo el factor presion (Anexo C, Tabla C-1). Mediante el andlisis Duncan con a=0,05 se pudo
identificar los pares de promedio que presentan diferencia significativa para la variable presion
(Anexo C, Tabla C-2) y pre-tratamiento (Anexo C, Tabla C-3y C-4).

Se puede observar de la Tabla 4.3 que el extracto obtenido a presion 108 bar y molienda
convencional presentd la mas baja actividad antioxidante con un valor de 0,50 mmol trolox eq/g
aceite. El extracto que resulté con mayor capacidad antioxidante fue los de descompresion rapida
con 0,74 mmol trolox eq/g aceite. Para el pre-tratamiento de molienda a baja temperatura se
encontré un valor intermedio de 0,64 mmol trolox eq/g aceite. Se observa de la Tabla 4.3 también
gue al aumentar la presion de extraccion para cada pre-tratamiento la actividad antioxidante
aumento con valores de 1,86, 2,53 y 1,79 mmol trolox eqg/g aceite para molienda convencional,

molienda a baja temperatura y descompresion rapida respectivamente.

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales 39



Resultados y Discusiones

Tabla 4.3 Actividad antioxidante medida por el método DPPH (mmol trolox eq/g aceite) en

extractos obtenidos con CO, supercritico a 52 °C.

Pre-tratamientos 108 bar 192 bar
Molienda convencional 0,50 £ 0,03a 1,86 + 0,092
Molienda a baja temperatura 0,64 £ 0,05b 2,53 £ 0,08b
Descompresion rapida 0,74 £0,03b 1,79 £0,01a

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

La extraccion posterior al pre-tratamiento por descompresion rapida presentd la mas alta
actividad antioxidante para los aceites extraidos 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 propagacion 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 sélo el extracto obtenido a alta presion consigui6 disminuir mas rapidamente la
absorbancia y, en consecuencia, disminuyd el radical libre estable DPPH a difenilpricrilhidrazina
de color amarillo, esto provocado por la absorcion de hidrégeno del antioxidante, por lo que a
esta presion de extraccion es mas potente la actividad antioxidante del extracto. De mayor a
menor proporcion se encontr6: molienda a baja temperatura, molienda convencional y
descompresion rapida 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
presion de extraccion, 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 extraccion de 120 y 180 bar, respectivamente. Asi mismo a presiones de

120 y 180 bar, se extraen sesquiterpenos que contienen oxigeno y que aumentan de 9,12 hasta un
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10,81% respectivamente (Costa et al., 2012). Por lo que a mayor presion de extraccion, aumenta
el porcentaje de extraccion 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 relacién 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 presion,
las cuales poseen los mismos conductos secretores ademas 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 eg/mg sustrato extraidos a 60 °C y a 110 bar. Para otro estudio realizado en plantas de la
familia Asteraceae Lavanda se indica que al aumentar la presion de 100 a 180 bar (50 °C)
aumenta la actividad antioxidante DPPH expresada en porcentaje de inhibicion, desde 21.9% a
73.5% respectivamente (Danh et al., 2012).

4.3.1.2 Actividad antioxidante: método de reduccion del Hierro 111 (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
extraccion, 108 y 192 bar para cada uno de los diferentes sustratos provenientes de los distintos
pre-tratamientos.

Mediante el analisis estadistico, se obtuvo que ambas variables de control, pre-tratamiento y
presion de extraccién, no provocaron un cambio significativo («=0,05) en la actividad
antioxidante (Anexo D, Tabla D-1).

Los resultados se expresaron en pmol trolox eg/mg aceite, y se muestran en la Tabla 4.4,
encontrandose que ha 108 bar, la mayor actividad antioxidante se obtuvo en muestras pre-tratadas
por descompresion rapida con un valor de 2,44 umol trolox eg/mg aceite. Y la menor actividad se
obtuvo para muestras pre-tratadas por molienda convencional con 1,96 pmol trolox eg/mg aceite.
Al aumentar la presion de extraccion (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 pmol trolox eg/mg aceite
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respectivamente. Para el extracto pre-tratado por descompresion rapida, su actividad antioxidante

bajé en comparacion con los otros pre-tratamientos a un valor de 2,17 pmol trolox eg/mg aceite.

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

extractos obtenidos con CO, supercritico 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
Descompresion rapida 2,44 +0,08 2,17+0,03

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

Segun los resultados se observa que el extracto obtenido a 108 bar con pre-tratamiento de
descompresion rapida presentd la mayor capacidad antioxidante con 2,44 pumol trolox eg/mg
sustrato, mientras que el extracto obtenido por molienda convencional presentd solo 1,96 pumol
trolox eq/mg aceite. A 192 bar se evidencia que aumenté la actividad antioxidante, a excepcion
del extracto obtenido por el pre-tratamiento de descompresion rapida. La mayor capacidad
antioxidante se encontrd para la muestra pre-tratada a baja temperatura. Esto es explicado debido
a que el extracto obtenido por extraccion supercritica en este estudio puede estar conformado
principalmente por tres grupos de compuestos, fenoles, hidrocarburos sesquiterpénicos vy
sesquiterpénicos oxigenados que podrian ser las sustancias que potencialmente reducirian el
complejo ferricianuro a la forma ferrosa (Vasquez, 2012). Diferentes estudios han indicado que la
capacidad de donacion 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 presion de extraccion, traducido en una mayor co-extraccion de compuestos
bioactivos responsables de esta actividad (Costa et al., 2012), tal como son los polifenoles, ya que
el método FRAP actla sobre los polifenoles capaces de donar electrones reduciendo
intermediarios oxidados (Vasquez, 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 evito la degradacion de estos compuestos.

La disminucidn de la actividad antioxidante del extracto obtenido a 192 bar por el pre-tratamiento
de descompresion rapida se puede deber a que la alta densidad del CO, a alta presion, resulta en
la co-extraccion de compuestos no activos, que no favorecen la actividad antioxidante de los
extractos, ya que estos pueden interferir negativamente en la medicion (llemonisa 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 eqg/mg sustrato a presion de 110 bar y 50 ° C
(Vasquez, 2012), comparado con los 1,96 pmol trolox eg/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 accion de los compuestos

sesquiterpénicos mayormente co-extraidos a altas presiones.

4.3.2 Meétodo basado en transferencia de &tomos de hidrégeno

4.3.2.1 Actividad antioxidante, método blanqueamiento del p-caroteno

El método de blanqueo de B-caroteno se indujo por la presencia del radical perdxido formado a
partir de la degradacion oxidativa de acido linoleico, reduciendo la cantidad de B-caroteno en la
solucion y por lo tanto la absorbancia. Esto se expresé en porcentaje de inhibicién 1Csq (Mmg/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 °C) (Anexo E, Figura E-1, E-2, E-3). Los resultados del
analisis estadistico para los datos de actividad antioxidante se muestran en el Anexo F, Tabla F-
1. Segun este analisis se establece que los factores de control presentaron un efecto significativo
(0=0,05) sobre la respuesta de actividad antioxidante (método blanqueamiento del B-caroteno),
siendo la variable presion la que contribuyd mas significativamente (a=0,05).

Los resultados obtenidos del analisis de varianza permitieron aplicar el analisis Duncan, para el
factor presion 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 descompresion rapida

(108 bar) se necesito 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 necesité 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 presion (192 bar) la actividad antioxidante mejoro, 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 presion.

Tabla 4.5 Actividad antioxidante medida por el método B-caroteno (ICso en mg/mL) en

extractos obtenidos con CO, supercritico a 52 °C.

Pre-tratamientos 108 bar 192 bar
Molienda convencional 3,00a 0,69a
Molienda baja temperatura 2,50b 0,59b
Descompresion rapida 1,80c 0,70a

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

Segun la Tabla 4.5, la EFS a alta presién es mas eficiente en la obtencion de antioxidantes
capaces de inhibir la degradacion del B-caroteno, lo cual hace que esta presion sea adecuada para
la obtencidn 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 concentracion 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 contenia poca actividad antioxidante o se encuentra en poca
concentracion expresada en 2,95 mg/mL. Los buenos valores obtenidos en este estudio podrian
sugerir que la actividad antioxidante del extracto obtenido de L. rivularis son principalmente de
caracter lipofilico ya que este método emplea un emulsificador lipidico (Kulisic et al., 2004).
Ademas en los pre-tratamientos de molienda a baja tempertura y descompresion réapida se
obtienen mayor cantidad de extracto recuperado comparado con el extracto obtenido por
molienda convencional (Uquiche et al., 2012). La Tabla 4.5 muestra ademas que la extraccion de
aceites esenciales a 192 bar no vari0 mucho entre los diferentes pre-tratamiento aplicados,
mostrando que no existe diferencia entre el pre-tratamiento de molienda convencional y

descompresion rapida, esto se pudo deber a que el extracto obtenido a 192 bar y pre-tratados por
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descompresion rapida extrajo compuestos que interfirieren negativamente en la medicion de la
actividad antioxidante (llemonisa et al., 2013). Un aumento de presion durante la extraccion
puede conducir a la mayor solubilidad de estos compuestos.

Los resultados en la actividad inhibidora de la peroxidacion de lipidos de los aceites por la prueba
de blanqueamiento de B-caroteno, indican por tanto que a mayor presion de extraccion mayor es
la cantidad de compuestos bioactivos con actividad antioxidante que se extraen, y por
consiguiente éstos poseen una mayor capacidad de evitar la oxidacion del B-caroteno. Esto se
puede explicar por el mismo motivo sefialado anteriormente, a mayor presion 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 inhibicién de
0,9 (mg/mL) extraidos 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 (descompresion rapida).

4.4, Efecto del pre-tratamiento y presion de extraccion sobre el contenido de fenoles totales

Los compuestos fendlicos mostrados en la Tabla 4.6 de los diferentes extractos fueron
determinados por ensayo colorimétrico y expresadas como equivalentes de acido galico/g aceite
(mg GAE/g aceite). En este estudio se comparé el contenido polifendlico provenientes de los
aceites esenciales obtenidas a temperatura constante (52 °C) y a dos presiones de extraccion, 108
y 192 bar para cada uno de los diferentes sustratos obtenidos de los distintos pre-tratamientos.
Los resultados del andlisis estadistico para el método fenoles totales se muestran en el Anexo G,
Tabla G-2. Mediante este analisis de varianza realizado para la cantidad de fenoles se demostré
que ni la presién ni el pre-tratamiento afectaron significativamente (0=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 descompresion rapida se obtuvo un valor intermedio
cercano al de molienda convencional con un valor de 9,25 mg GAE/g aceite. A una presion de
extraccion de 192 bar los resultados decayeron a excepcion de la molienda a baja temperatura la

cual aument6 a un 9,05 mg GAE/qg aceite.
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Tabla 4.6 medida del contenido de fenoles totales (mg GAE/g aceite) en extractos obtenidos

con CO, supercritico 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 9,056+0,14
Descompresion rapida 9,25+0,05 583+2,91

La concentracion de compuestos fendlicos en los extractos, expresado como equivalente de &cido
galico (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 dificil 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). Ademas
de que el CO, supercritico es un buen disolvente para los compuestos lipofilicos (no polar),
mientras que tiene una baja afinidad con compuestos polares (Fornari et al., 2012). La alta
presion de extraccion es probable que favorezca la extraccion de compuestos polares pesados
como fenoles, lipidos o ceras. Sin embargo, el aumento de la presion, obviamente, se traduce en
una disminucion de la selectividad de la extraccion (Herzia et al., 2013), y se extraen compuestos
no fendlicos o no activos que pueden interferir en las mediciones.

Otro aspecto importante que podria explicar los resultados obtenidos es que por la naturaleza
general de la quimica de Folin-Ciocalteu (FC), este método mide fenoles totales y otros sustratos
de oxidacion. Los otros sustratos de oxidacion 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 oxidacién con aire después que
la muestra ha sido tratada con el reactivo alcalino. Los efectos aditivos se producen a partir de
aminas aromaticas, altos niveles de azlucar o &cido ascorbico 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 cuantificacion de compuestos fenolicos 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 &cido galico/g sustrato extraidos a 50 °C y 250 bar (Dias et al., 2012).

4.5. Comparacion de resultados entre hidrodestilacion (HD) y extraccion supercritica

La extraccion supercritica usando dioxido de carbono supercritico (CO,) se compara
favorablemente con los procesos convencionales tales como la hidrodestilacion, ya que permite
altos rendimientos de extraccion, al mismo tiempo que acorta el tiempo de proceso y evita la
degradacion térmica e hidrolitica de los compuestos labiles. EI tema de la mejora de la calidad de
extraccion supercritica con CO, en comparacion con los aceites esenciales extraidos
convencionalmente ha sido revisado a fondo (Araus et al., 2009). La Tabla 4.7 muestra los
resultados de las distintas metodologias aplicadas en este estudio al extracto de hojas enteras de

L. rivularis obtenido por hidrodestilacion.

Tabla 4.7 Resultados de las distintas metodologias aplicadas en este estudio al extracto de L.

rivularis obtenidos por hidrodestilacion.

Metodologia Hidrodestilacion

Rendimiento de extraccion (g aceite/kg

2,01+0,12
sustrato)
DPPH (mmol trolox eg/g aceite) 0,44 £ 0,03
FRAP (umol trolox eq/mg aceite) 2,03+£0,01
[3-caroteno (mg/mL) 10
Fenoles (mg GAE /g aceite) 13,18

Respecto del rendimiento de extraccion obtenido (Anexo H, Tabla H-1) en la Tabla 4.7 los
valores obtenidos por el método de hidrodestilacion fueron mucho menores que los obtenidos por
extraccion supercritica, con un valor de 2,01 g aceite/kg sustrato comparado con un rendimiento
minimo 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 hidrodestilacion se relaciona con la

Efecto de pre-tratamientos en hojas de Leptocarpha rivularis (palo negro) como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales 47



Resultados y Discusiones

termolabilidad de los componentes principales del aceite esencial, y los compuestos sensibles al
calor pueden ser destruidos facilmente, y existe una eventual pérdida de las moléculas mas
volatiles (Pourmortazavi y Hajimirsadeghi, 2007). Ademéas como en la hidrodestilacion la
transferencia de calor solo puede ocurrir por conduccién y conveccién, se hace menos efectiva
comparada con otros metodos, ya que no se produce calor con mayor rapidez dentro y fuera de
las glandulas contenedoras del aceite esencial.

Este rendimiento de extraccion 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 (lvanovic et al., 2011).

Es importante sefialar que la composicion del aceite esencial cambia al presentarse reacciones
quimicas durante el procesamiento general de la planta en la hidrodestilacion. El calor, el agua y
el oxigeno influyen sobre las esencias en los aceites y cambian su estructura. Algunas de las
particulas mas volatiles 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 polimerizacion (Bandoni, 2000). Esto podria explicar los
bajos valores de actividad antioxidante reportados en este estudio comparado con el método de
extraccion supercritica.

De acuerdo con la actividad antioxidante medida por el método DPPH, la hidrodestilacion
presentd valores bajos comparado con la de extraccion supercritica con un valor de 0,44 mmol
trolox eq/g aceite, una baja actividad en el proceso de HD podria ser debido a una degradacién
térmica, una hidrolisis y solubilidad en agua de algunos compuestos que alteran no solo el perfil
de sabor y la fragancia de muchos aceites esenciales extraidos por esta técnica, sino que hace que
su actividad disminuya (Reverchon y De Marco, 2006). Debido a que esta actividad estd
asociada a los compuestos pertenecientes a grupos hidrocarburos sesquiterpénicos y
sesquiterpenos oxigenados principalmente en la habilidad de donar a&omos de hidrogeno o
electrones al electron impar del DPPH (Vazquez, 2012) se presenta una baja cantidad debido a
que en la hidrodestilacion se extrae poco de estos compuestos debido a que se extraen conforme
a su temperatura de ebullicion siendo la ultima fraccion de sesquiterpenos y sus analogos
oxigenados los que son extraidos (del Valle, 2012). El valor obtenido de actividad antioxidante
en hidrodestilacion 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

eg/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 reduccion del hierro 11
(FRAP), el cual mide la reduccion del i6n férrico (Fe*®) a ferroso (Fe*?) en presencia del
antioxidante (Rojo et al., 2009) ocurri6 que los resultados del extracto obtenido por
hidrodestilacion se asemejo al obtenido a presion de 108 bar mediante el pre-tratamiento de
molienda a baja temperatura, el cual presentdé un valor de 2,01 pumol trolox eg/mg aceite y
mientras que el extracto obtenido por hidrodestilacion presenté un valor de 2,03 pmol trolox
eq/mg aceite. Este buen resultado se puede explicar debido que el extracto obtenido por
hidrodestilacion esta conformado por grupos de compuestos de los cuales principalmente se
encuentran los fenoles que podrian ser las sustancias reductoras que reducirian el complejo
ferricianuro a la forma ferrosa (Vazquez, 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 eg/mg extracto (Vazquez, 2012).

Respecto del método del blanqueamiento del B-caroteno el extracto obtenido por hidrodestilacion
presentd una mayor concentracion de inhibicion 1Csy, comparado con el de extraccion supercritica
presentando un valor de 10 mg/mL, esto quiere decir que se necesitan mas mg de aceite para
inhibir en 50% la degradacion del B-caroteno y evitar la oxidacion, comparado con los resultados
del extracto obtenido por extraccion supercritica 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 extraccion se pudieron haber quedado en la fase acuosa de la emulsion siendo mas
diluidos en la fase lipidica y por tanto son menos eficientes en la proteccién del acido linoleico
(Koleva et al., 2002), ademas se ha reportado que los compuestos sesquiterpenicos (principales
en la actividad antioxidante) se extraen en cantidad mayor por extraccién supercritica que por
hidrodestilacion (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 inhibicion
(ICso) (Dias et al., 2012).

Respecto de los valores obtenidos de fenoles totales, estos presentan mayor cantidad en el aceite
extraido por hidrodestilacion con un valor de 13,18 mg GAE/g aceite comparado con los
obtenidos en mayor cantidad por extraccién supercritica (10,97 mg GAE/g aceite), esto se debe a
que los compuestos fenoles, tienden a ser mas solubles en agua (Bandoni, 2000), por lo que se
extrajo una mayor concentracion, esto es debido también a que el CO, supercritico es un buen

disolvente para los compuestos lipofilicos (no polar), mientras que tiene una baja afinidad con
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compuestos polares (Fornari et al., 2012) motivo por el cual se report6 solo un valor de 10,97 mg
GAE/g aceite para la extraccion supercritica 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 extraccion de compuestos fendlicos

en los extractos de agua (Wong, 2006).--
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

e De los pre-tratamientos estudiados, la descompresion rapida fue el pretratamiento con
mayor rendimiento de extraccion. La molienda convencional fue aquel con menor
rendimiento de extraccion, que se puede relacionar con la mayor pérdida de compuestos
volatiles por el aumento de la temperatura durante la molienda.

e Extracciones realizadas a 192 bar resultan en mayor rendimiento de extraccion y mejor
actividad antioxidante, comparados con las extracciones a 108 bar.

e EIl mayor rendimiento de extraccion en sustratos pre-tratados por descompresion rapida,
no solo depende de la menor pérdida de compuestos volatiles, 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 presion de extraccion 192 bar se
extraen mayor cantidad de aceites debido a la mayor solubilidad del CO,.

e Los extractos obtenidos con CO, 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, B-caroteno y FRAP.

e En sustratos pre-tratados por molienda convencional y molienda a baja temperatura, el
aumento de la presién de extraccion de 108 a 192 bar, tuvo un efecto positivo sobre la
capacidad antioxidante, medida por lo métodos DPPH, B-caroteno y FRAP.

e La extraccién con CO, supercritico resultdé con mayor rendimiento de extraccién y
actividad antioxidante, en comparacion al método de hidrodestilacion.

e Extractos obtenidos por hidrodestilacion tuvieron mayor concentracion de compuestos
fenolicos en comparacién con la extraccion supercritica, debido a su menor solubilidad en
el CO,.
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ANEXOS

ANEXO A. Caracterizacion de sustrato (hojas de L. rivularis).

Tabla A-1. Determinacion de la humedad del lote inicial de hojas de L. rivularis, luego de 5 dias

en el desecador.

Peso Peso vidrio Peso
o Humedad
Peso vidrio muestra  mas muestra  muestra Humedad ]
) promedio
humeda seca seca
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 Distribucion del tamafio de particula de las hojas de L. rivularis, para la molienda a

baja temperatura.

] Masa  Fraccion de
malla  dpi (malla,

Masa (g) retenidai masa dpi *Axi dp (mm)
(mm) mm)
(9) retenida Axi
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 Distribucion del tamafio de particula de las hojas de L. rivularis, para la molienda

convencional.

Fraccion
_ Masa
malla dpi (malla, ~ demasa
Masa (g) retenidai ] dpi *Axi dp (mm)
(mm) mm) retenida
(9) :
Axi
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 59904  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 Fraccion de masa de cada tamiz para obtener una muestra homogénea de carga en el

extractor en molienda a baja temperatura.

Abertura ) ) Carga
Peso tamiz (g) Peso tamiz + muestra (g) Peso muestra (g)

(mm) (9)
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 fraccion 491,18 499,29 8,11 1,3
125,37 20,0
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Tabla A-5 Fraccion de masa de cada tamiz para obtener una muestra homogénea de carga en el

extractor para la molienda convencional.

Abertura ) ) Carga
Peso tamiz (g) Peso tamiz + muestra (g) Peso muestra ()

(mm) (9)
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 fraccion 491,18 500,27 9,09 1,4

130,87 20,0
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ANEXO B. Analisis estadistico para la respuesta rendimiento de extraccion.

Tabla B-1 Andlisis de varianza de los resultados de rendimiento de extraccion.

Factor de variacion S.C G/L Varianza Fexp Frabla R
Presion 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 determinacion.

Tabla B-2 Resultados andlisis Duncan para la variable presion de extraccion.
192 bar 108 bar

41,66 40,2] 40,02] 3044| 2989 2718
41,66 0 1,46 1,64%  1122* 11,77* 14,48*
40,2 0 0,18  9,76* 10,31* 13,02*
40,02 0 9,58*  10,13* 12,84*
30,44 0 0,55  3,26"°
29,89 0 2, 71N
27,18 0

NS: no significativo, * significativo

Tabla B-3 Resultados andlisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 108 bar.

DR CR BT

41,48| 31,85| 14,19
41,48 0 963 27,29*
31,85 0 17,66*
14,19 0

NS: no significativo, * significativo
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Tabla B-4 Resultados andlisis 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. Anadlisis estadistico para la respuesta actividad antioxidante, método DPPH.

Tabla C-1 Analisis de varianza de los resultados de actividad antioxidante, Método DPPH.

Factor de variacion S.C G/L Varianza Fexp Frabla R
Presion 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 determinacion.

Tabla C-2 Resultados analisis Duncan para la variable presion de extraccion.

108 bar 192 bar

211 | 207 | 201 | 064 | 063 | 063
2,11 0 004" 01N 147  148* 1,48*
2,07 0 0,06  1,43*  144* 1,44*
2,01 0 1,37*  1,38* 1,38*
0,64 0 0,07 0,01
0,63 0 oNS
0,63 0

NS: no significativo, *significativo
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Tabla C-3 Resultados analisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 108 bar.

DR BT co

0,74 | 0,643 0,5
1,58 0 0,11  0,25*
1,27 0 0,14*
1,18 0

NS: no significativo, *significativo.

Tabla C-4 Resultados analisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 192 bar

BT | cO | DR

253 | 1,860 | 179
2,53 0 067% 074
1,860 o 007
179

0

NS: no significativo, *significativo

ANEXO D. Anélisis estadistico para la respuesta actividad antioxidante, método FRAP.

Tabla D-1 Anélisis de varianza de los resultados de actividad antioxidante FRAP.

Factor de variacion S.C G/L Varianza Fexp Frabla R
Presion 0,87 5 0,174 1,170 3,33 0,330
Pre-tratamiento 0,28 2 0,141 0,950 41 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 determinacion.
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ANEXO E. Curvas para obtencion del porcentaje de inhibicion 1Cs

250,00
200,00 Py
C .0'..
\9 ,-'.
= 150,00 R Molienda Convencional 192
= ,0'..
o 4 Molienda a baja t ¢
soccoe olienda a baja temperatura
@© 100,00
© o 192
N -
e - == == Descompresion rapida 192
50,00 /
i/
0,00
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Concentracién (mg/mL)

Figura E-1 Curva para la obtencién del porcentaje de inhibicién (192 bar).
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Figura E-2 Curva para la obtencion del porcentaje de inhibicion (108 bar).
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Figura E-3. Curva para la obtencion del porcentaje de inhibicion (Hidrodestilacion).

ANEXO F. Andlisis estadistico para la respuesta actividad antioxidante, método blanqueamiento
del p-caroteno.

Tabla F-1 Andlisis de varianza de los resultados de actividad antioxidante.

Factor de variacion S.C G/L Varianza Fexp Frabla R
Presion 9,27 5 1,85 32,253 3,33 0,892
Pre-tratamiento 0,55 2 0,27 4,74 41 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 determinacion.
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Tabla F-2 Resultados analisis Duncan para la variable presion de extraccion.

108 bar 192 bar

2,47 2,45 2,42 0,67 0,66 0,66
2,47 0 0,02 | 0,05™ 1,8* 1,81* 1,81*
2,45 0 0,03% | 1,78* 1,79* 1,79*
2,42 0 1,75* 1,76* 1,76*
0,67 0 0,00 | 0,01M
0,66 0 oS
0,66 0

NS: no significativo, *significativo

Tabla F-3 Resultados analisis 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 analisis Duncan para la variable pre-tratamiento a 192 bar.

DR cO BT
0,70 0,69 0,60
0,70 0 0,010%  0,10*
0,69 0 0,09*
0,60 0

NS: no significativo, *significativo
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ANEXO G. Analisis estadistico para la respuesta contenido de fenoles totales.

Tabla G-1 Andlisis de varianza de los resultados de Fenoles totales.

Factor de variacion S.C G/L Varianza Fexp Frapla R
Presion 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 determinacion

ANEXO H. Rendimiento de extraccion obtenido en Hidrodestilacion.

Tabla H-1 Rendimiento de extraccion de aceites de hojas de L. rivularis obtenido en
hidrodestilacion.

Peso
Peso Desviacion
Extraccion matrazmas Extracto Rendimiento Promedio
matraz estandar
muestra
1 8,6028 8,6798 0,077 1,925 2,011 0,12
2 8,0001 8,084 0,0839 2,0975
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ANEXO 1. Curvas de calibracion.

Tabla I-1. Datos utilizados para la calibracion para la determinacién de la actividad antioxidante

por el método de DPPH en aceites esenciales extraidos de hojas de L. rivularis.

Tubo Etanol Trolox DPPH ] Trolox
Absorbancia  AbsO0- Abs  Trolox (ug)
(ml) (k) (k) (mmol/L)
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
0,03 -
y = 0,0428x
0,025 - R?=0,9988
<
S 0,02 -
S
£ 0,015 -
)
§ 0,01 A
= 0,005 -
0 T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Absorbancia

Figura 1.1 Curva de calibracién para Trolox equivalente.
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Tabla 1-2 Datos utilizados para la calibracion para la determinacion de la actividad antioxidante

por el método de reduccion del hierro 111 en aceites esenciales extraidos de hojas de L. rivularis.

Agua destilada _ Trolox
Tubo Trolox (uL) FRAP (uL) Absorbancia abs-abs0
(uL) (mmol/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
600 -
y = 646,72x
500 1 R?=0,9924
=
= 400 -
=
=300 -
x
o
S 200 -
j-—
|_
100 -
0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Absorbancia

Figura I-2 Curva de calibracion para reduccion del hierro 111.
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Tabla 1-3 Datos utilizados en la calibracion para la determinacion de fenoles totales en aceites

esenciales extraidos de hojas de L. rivularis

Folin (mL) Na,CO;3;(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

0,16 -

— | =0,223x

= 2'12 |¥2=0,9919

(o))

£ 01 -

30,08 -

S 0,06 -

S 0,04 -

< 002 -
0 ; ; ; ; ; ; .
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700

absorbancia

Figura 1-3 Curva de calibracion para fenoles totales.
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