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RESUMEN

Desde tiempos pasados se han utilizado diversas hojas de plantas para el tratamiento de distintas
enfermedades asi como también para la conservacion de diferentes alimentos. Estas cualidades se
obtienen a partir de los aceites esenciales contenidas en las hojas. Existen diferentes
metodologias que permiten extraer aceite esenciales de las hojas de las plantas, entre las cuales
estan la extraccion con solventes orgénicos, hidrodestilacion y arrastre con vapor. Las principales
desventajas de estas metodologias son la utilizacion de solventes, los cuales dejan residuos en el
aceite extraido, la utilizacion de calor la cual dafia las propiedades del aceite esencial y largos
tiempos de extraccion. Con el fin de mejorar la velocidad de extraccion de aceites esenciales es
que se han aplicados distintos pretratamientos al substrato vegetal que favorecen la liberacion del
aceite esencial desde el tejido vegetal. Uno de estos pretratamientos es la rapida descompresion
con dioxido de carbono (CO,). Este pretratamiento se caracteriza por afectar directamente las
estructuras vegetales que contiene los aceites esenciales de las plantas, conocidos como tricomas.
El CO; se pone en contacto con el tejido vegetal a altas presiones, éste penetra lentamente las
membranas de los tricomas, hasta que ésta se satura. Luego de un cierto tiempo se libera
rapidamente el CO,, el tricoma no es capaz de liberar tan rapidamente el CO, provocando su

ruptura y posterior liberacion de aceite esencial.

Por lo tanto el objetivo general de esta investigacion fue estudiar la ruptura celular de
Leptocarpha rivularis por rapida descompresion con CO, como método de pretratamiento para
aumentar el rendimiento de extraccion de aceite esencial. Para analizar el rendimiento de
extraccion y la actividad antioxidante de los extractos, se trabajo en base a un disefio central
compuesto con 5 niveles, 2 factoriales, 2 axiales y un punto central. En ella se analiz6 el efecto
que ejercia las variables independientes tales como la presion de descompresion (P) y
temperatura de descompresién (T) sobre el rendimiento de extraccion y actividad antioxidante.
Los resultados muestran que el mayor rendimiento de extraccion de aceite esencial se obtuvo a
una temperatura y presion de descompresion de 21 °C y 130 bar, obteniendo 55,45 g/kg SS de
aceite esencial. Este alto rendimiento se debe principalmente a que a altas presiones mayor es la
ruptura celular y con ello se produce mas liberacion de aceite esencial desde los tricomas.
Mientras que la mayor actividad antioxidante de los extractos (2,31 mmol Teac/g aceite) se

obtuvo a condiciones de descompresién de 21 °C y 60 bar.



La mejor condicion de extraccion predicha por el modelo cuadréatico fue de 21 °C y 130 bar,
donde se obtuvo un rendimiento de extraccion de 49,17 + 0,68 g/kg SS y una actividad
antioxidante de 1,85 + 0,03 mmol Teac/g aceite. Se compararon estos valores con la metodologia
de hidrodestilacion; en ésta se obtuvo 1,28 g/kg SS de extraccién de aceite esencial y 0,46 mmol
Teac/g aceite de actividad antioxidante. Se concluye que la utilizacién de la descompresion
rapida como pretratamiento es mucho mas efectivo para extraer aceite esencial que la
hidrodestilacién. Esta efectividad se debe principalmente a que la descompresion favorece la
liberacion de aceite esencial desde las glandulas tricomas aumentando el rendimiento de
extraccion. Esto se verifica de igual forma mediante la microscopia 6ptica donde se observa la

ruptura de tricomas glandulares por accién de la rapida descompresion con COs.

Se agradece el financiamiento de CONICYT Regional/GORE Araucania/CGNA/R10C1001, al
proyecto Fondecyt 1131066 y a la Direccion de Investigacion de la Universidad de La Frontera.
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Capitulo 1: Introduccion

CAPITULO 1: INTRODUCCION

La Leptocarpha rivularis conocida también como “palo negro”, es una planta endémica, muy
abundante, que crece entre el Maule y Valdivia, en lugares himedos y expuestos al sol, como
cursos de agua y en la orilla de los bosques (Hoffmann, 2005). Los extractos de Leptocarpha
rivularis son usados como tratamiento para diferentes enfermedades y se basa en parte de la
medicina ancestral mapuche. Estos extractos corresponden principalmente a aceites esenciales.
La aplicacién de aceites esenciales a partir de Leptocarpha rivularis han sido estudiados en el
tratamiento contra el cancer y la hipoglicemia (Martinez et al., 2006).

Se han aplicado diferentes tecnologias para la obtencion de aceites esenciales, como por ejemplo
extraccion por arrastre con vapor, la extraccion con solventes e hidrodestilacion. En general las
desventajas de estas técnicas son el bajo rendimiento, por pérdidas de compuestos volatiles y
tiempos de extraccion prolongados. Uno de los principales problemas de extraer con vapor y en
la hidrodestilacion es la degradacion de compuestos insaturados por accion del calor, mientras
que para la extraccion con solventes su principal problema es la incorporacion al producto de
residuos de solventes toxicos (Pérez, 2005). Por esta razon es de interés el investigar nuevas
tecnologias que permitan mejorar la calidad de los extractos, como la extraccion con fluidos
supercritico utilizando CO, como solvente. Esta metodologia ha sido ampliamente estudiada para

la separacion de aceites esenciales desde sustratos herbaceos.

Para la extraccion 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. Por esta razon es posible pensar en minimizar las pérdidas en la

extraccion de aceites esenciales aplicando rapida descompresion con CO..

Las desventajas de pretratamientos convencionales como la molienda convencional es el
incremento de la temperatura por friccién, ya que afecta la estabilidad y pérdida de los
componentes volatiles del aceite esencial, razon por la cual es recomendable mantener la
temperatura lo mas baja posible (Mella, 2002). Otro pretratamiento es la molienda criogénica.
Esta técnica consiste en sumergir la muestra en un liquido criogénico (nitrégeno liquido) con el
fin de congelar el substrato vegetal por contacto directo, y posteriormente someterlo a molienda.

Ambas metodologias ineficientes, al no romper la totalidad de la muestra, y lentas, por estar

“Pretratamiento de hojas de Leptocarpha rivularis por rapida descompresién con CO, como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales”
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condicionadas al tamafio del molino, junto ademas de ocupar compuestos peligrosos como el

nitrégeno liquido que en contacto con la piel produce quemaduras.

Una alternativa a los pretratamientos convencionales para extraer aceites esenciales es la rapida
descompresion con CO,, que afecta directamente en la ruptura de tricomas, que son 6rganos que
producen y contienen los aceites esenciales. En este pretratamiento, el substrato 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 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, y mejorar el rendimiento y la composicion de los aceites esenciales.

Asi se propone estudiar la ruptura celular y extraccion de aceite esencial de hojas de Leptocarpha
rivularis usando CO, supercritico con el proposito de aumentar el rendimiento de extraccion de
aceite esencial mediante el uso de adecuadas condiciones de temperatura y presion para la ruptura

celular por descompresion.

“Pretratamiento de hojas de Leptocarpha rivularis por rapida descompresién con CO, como
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

e Estudiar la aplicacién de la tecnologia de fluido supercritico para la ruptura celular de
Leptocarpha rivularis por descompresion rapida con CO,;, como método de

pretratamiento para aumentar el rendimiento de extraccion de aceite esencial.
1.1.2 Objetivos especificos

e Definir condiciones de temperatura y presion para la ruptura celular de Leptocarpha
rivularis mediante la descompresién rapida con CO, supercritico.
e Evaluar la capacidad antioxidante del aceite esencial obtenido bajo condiciones

seleccionadas de extraccion con CO; supercritico.

“Pretratamiento de hojas de Leptocarpha rivularis por rapida descompresién con CO, como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales”
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CAPITULO 2: ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Leptocarpha rivularis.

La Leptocarpha rivularis, conocida cominmente como palo negro, es una especie chilena, muy
abundante que pertenece a la familia de las Asteraceae. Esta familia se caracteriza por contener
aceites esenciales, flavonoides y triterpenos, menos taninos y aminoacidos no proteicos (Martinez
et al., 2006). Es un arbusto ramoso, de 1 a 2 m de altura, con ramas delgadas, peludas cuando
nuevas, poco lefiosa, de corteza casi negra y finamente estriada. Sus hojas (Figura 2.1) son
opuestas o alternadas, simples, con el borde aserrado, de tono verde oscuro, pecioladas, de 5 a 10
cm de largo; olor penetrante, parecido a la manzanilla. Crece en el plano como en los cerros y
primeros cordones de ambas cordilleras, entre el Maule y Valdivia, en lugares himedos y
expuestos al sol, junto a cursos de agua y en las orillas de los bosques (Hoffmann, 2005). Sus
hojas son usadas en medicina popular para curar afecciones estomacales y en casos de
menstruaciones dificiles (Doroso y Ramirez, 1994).

Figura 2.1. Hoja de Leptocarpha rivularis tomada en la zona de Caburgua, 1X region de la
Araucania. (Michail Belov, 2009)
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2.2 Aceites esenciales.

Los aceites esenciales se componen de sustancias lipofilicas que se encuentran en las fracciones
liquidas volatiles de las plantas; éstas contienen los componentes responsables del aroma y que
también estan involucrados en la defensa de las plantas (Fornari et al., 2012). Estos aceites son
importantes en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y
saborizantes) y farmacéutica (saborizantes) (Martinez, 2001). Los aceites esenciales representan
a lo mas un 5% de la materia vegetal seca. Aunque todas las partes de la planta pueden contener
aceites esenciales, su composicién puede variar con la parte de la planta empleada como materia
prima. Otros factores, tales como el cultivo, el suelo y las condiciones climaticas y también el
tiempo de cosecha pueden determinar la composicion y calidad del aceite esencial (Fornari et al.,
2012).

Los aceites esenciales son liquidos con escasa solubilidad en agua, solubles en alcoholes y en
disolventes organicos. La mayoria de los aceites son menos densos que el agua y con un alto
indice de refraccion (Lopez, 2004). La complejidad en los aceites esenciales se debe a los
hidrocarburos de terpeno como también derivados oxigenados como aldehidos, alcoholes,
cetonas, &cidos y esteres que presentan las plantas (Lawrence y Lawrence, 2011). Los principales
compuestos de los aceites esenciales son los terpenos, que estan formados por unidades de
isopreno (5 carbonos), monoterpenos (10 carbonos), los cuales pueden constituir mas del 80% del
aceite esencial, y sesquiterpenos (15 carbonos) (Fornari et al., 2012). Estos monoterpenos y
sesquiterpenos pueden ser, a su vez, aciclicos, monociclicos y biciclicos, y también oxigenados y
no oxigenados (Ldépez, 2004). La gran mayoria de los aceites esenciales se encuentran en

estructuras especiales dentro de las plantas llamados tricomas.

2.3 Tricomas.

La mayoria de las plantas superiores producen aceites esenciales. De este modo muchos antéfilos
contienen en el citoplasma de sus células epidérmicas (Tricomas) gotitas de aceites esenciales,
que se evaporan hacia el exterior a unas determinadas temperaturas. Sin embargo, en algunas

especies, el aceite esencial, muy fluido, se almacena en unas cavidades oleiferas (Strasburger et
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al., 1994). En hojas de la especie Asteraceae es comun la presencia de estructuras secretoras entre
las que se destacan conductos, cavidades y tricomas de diferentes tipos (Figura 2.2). Sus
secreciones pueden contener diferentes compuestos quimicos, entre ellos terpenos, presentes en
aceites esenciales y resinas, carbohidratos u otras sustancias, lo que les confiere un gran valor
fitoquimico (Delbon et al., 2012).

Los tricomas se podrian definir entonces como estructuras superficiales tanto unicelulares como
multicelulares que se originan a partir de células de la epidermis y se desarrollan sobre la
superficie exterior de diversos 6rganos de la planta. Su contacto directo con el entorno
circundante determina su funcion de proteccion contra adversos bioldgicos, quimicos o fisicos,
ademas cumple funciones de absorcion y secrecion (Krak y Mraz, 2008). Los tricomas se
clasifican en dos grupos, primero estan los tricomas capitadas, que consisten en una célula basal,
con un tallo alargado de una o varias células y unas pocas células secretoras en su punta, y estan
los tricomas peltadas, que comprende un célula basal en la epidermis, un tallo corto y una cabeza
secretora que consta de varias células secretoras dispuestas en una capa. Cualquiera que sea la
naturaleza exacta de los productos de secrecion de glandulas capitadas, esta claro que la mayor
parte de los compuestos organicos volatiles se desarrollan y se almacenan en los tricomas
glandulares peltadas (Maffei, 2010).

A) e ©)

Figura 2.2. Diferentes estructuras de tricomas presentes en plantas de la familia Asteraceae. (A)
Glandula tricoma capitada. (B) Ductos secretores. (C) Glandulas tricomas peltadas (Delbon et al.,
2012).
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Durante la maduracion el aceite esencial en una planta se acumula en un espacio subcuticular
entre la pared celular y la cuticula, conocidos como ductos o conductos secretores. Estos ductos
consisten en espacios intracelulares relativamente grandes revestidos con un epitelio de células
secretoras, ahi es donde se almacenan los aceites esenciales y estan listos para ser entregados
(Maffei, 2010). De igual forma esos aceites esenciales pueden evaporarse a traves de la cuticula
levantada debido a su naturaleza lipofila. En otros casos, la cuticula se desgarra y permite
también la salida de secreciones hidrofilas (Strasburger et al., 1994).

Los ductos o cavidades secretoras son propios de la familia Asteraceae. Es asi como en la
manzanilla (Matricaria chamomilla), que pertenece a la familia Asteraceae, se encontré que sus
aceites esenciales se localizaban en los conductos secretores (Sharma y Bhat, 2009). Stamenic et
al. (2008) establecen de igual forma que los ductos secretores son caracteristicos de las familias
Asteraceae, Apiaceae, Hypericaceae y Coniferae, mientras que las glandulas peltadas son

caracteristicos de la familia Lamiaceae, a la cual pertenece el orégano, laurel, romero, etc.

Micrografias de las glandulas tricomas después de aplicado un pretratamiento con rapida
descompresion, evidenciaron una accién de ruptura desde dentro del interior de las glandulas. La
alteracion en estas glandulas fue probablemente causada por el desarrollo de un gradiente de
presion a través de las paredes de la glandula durante la descompresion del lecho empacado
(Gaspar et al., 2003). Por ello es de interés el investigar las condiciones iddneas que favorezcan

esta ruptura celular utilizando rapida descompresion con CO,.

2.4 Extraccion de aceites esenciales.

La extraccion de los aceites esenciales de las partes vegetales se realiza de diversas formas, en
funcion de la calidad del aceite por extraer y de la estabilidad de sus constituyentes, ya que en la
mayoria de los casos éstos tienden a degradarse cuando se someten a altas temperaturas u otro
tipo de tratamiento extremo (Salazar y Mayanquer, 2009). Por otro lado, el caracter lipofilico de
los aceites esenciales requiere disolventes tales como fracciones parafinicas (pentano y hexano)
para alcanzar una selectividad adecuada de la extraccién. Ademas, disolventes liquidos deben

tener puntos de ebullicidén bajos, con el fin de ser facilmente separado del extracto y se puedan
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reutilizar (Fornari et al., 2012). Existen tres tipos diferentes de extraccion de aceite esencial, el

primero arrastre con vapor, utilizacion de solventes organicos e hidrodestilacion.

En el arrastre con vapor de agua, la muestra vegetal generalmente fresca y cortada en trozos
pequefios, es encerrada en una camara inerte y sometida a una corriente de vapor de agua
sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es posteriormente condensada, recolectada y separada de
la fraccion acuosa. Esta técnica es muy utilizada especialmente para esencias fluidas,
especialmente las utilizadas para perfumeria. Se utiliza a nivel industrial debido a su alto
rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada (Martinez,
2001). Este método utilizado para el aislamiento de aceites esenciales tiene varias desventajas.
Las altas temperaturas y el agua pueden causar modificaciones quimicas de los aceites esenciales.
El arrastre con vapor por lo general resulta en la pérdida de los componentes altamente volatiles y

algunos constituyentes solubles en agua (Khajeh et al., 2010).

En el método de extraccion con solventes organicos, la muestra seca y molida se pone en
contacto con solventes tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia
pero también solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras, obteniéndose al
final una esencia impura. Se utiliza a escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta costoso
por el valor comercial de los solventes, porque se obtienen esencias impurificadas con otras
sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e incendio caracteristicos de muchos solventes

organicos volatiles (Martinez, 2001).

La hidrodestilacion se realiza utilizando agua, en cual se mezcla con la muestra en un aparato
modificado del tipo Clavenger. El cuerpo de este aparato consiste en dos tubos concéntricos. El
tubo interno se conecta a un balén de vidrio donde esta la muestra. Y presenta otro tubo que
cumple la funcion de un condensador en base al frio, donde se obtiene el aceite esencial (Kulisic
et al., 2004). Las principales desventajas de esta metodologia es la degradacién de compuestos
termolabiles, debido a la alta temperatura de funcionamiento (aprox. 100 °C para que ebulla el
agua), la hidrdlisis de compuestos sensibles al agua, es una extraccién incompleta y se tiene que
realizar un tratamiento post-extraccion para eliminar el agua del aceite esencial (Thai Danh et al.,
2012).
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Nuevos enfoques tecnoldogicos més eficaces para extraer y aislar sustancias a partir de materias
primas estan ganando mucha atencion en el campo de la investigacion y del desarrollo. Los
enfoques tradicionales para recuperar aceite esencial desde la matriz de la planta incluyen arrastre
por vapor, hidrodestilacion y extraccion liquido-solvente. Todas ellas afectan la termolabilidad y
por lo tanto la calidad del aceite esencial extraido (Fornari et al., 2012). Es por ello que se ha

investigado un nuevo método de extraccion en base a fluidos supercriticos.

2.5 Extraccion con fluidos supercriticos.

En afios recientes los fluidos supercriticos han recibido una gran atencién como una importante
alternativa al método convencional de extraccion con solventes, puesto que la extraccion con
fluidos supercriticos es rapida y eficiente, elimina etapas por su simplicidad lo que nos ahorra
tiempo, y evita el uso de solventes organicos, lo que favorece al medio ambiente. La extraccion
con fluidos supercriticos es un método de extraccion/fraccionamiento que explota la Unica
propiedad de los gases sobre su punto critico de extraer compuestos solubles desde materiales
puros (Mendiola et al., 2007).

Un fluido supercritico es una sustancia en condiciones por encima de su temperatura critica y su
presion critica (Figura 2.3). En estas condiciones, varias propiedades del fluido se encuentran
entre el gas y el liquido, la densidad de un fluido supercritico es similar a la de un liquido y su
viscosidad es similar a la del gas (Esquivel y Vargas, 2007). Los fluidos supercriticos poseen
propiedades disolventes especiales, estas son: (i) un poder disolvente manejable, debido a las
grandes variaciones en la densidad del fluido al modificar la presién y la temperatura cerca del
punto critico, (ii) posee excelentes propiedades de transporte como un gas, tales como la alta
difusividad y la baja viscosidad, lo que permite procesos de extraccion mucho mas rapida, (iii)
una baja tension superficial lo que mejora la penetracion en matrices porosas, tales como tejidos
vegetales, y, (iv) una facil separacion entre el sustrato y el extracto, lo que nos permite recuperar

el solvente sin mayor inconvenientes luego de una extraccion (del Valle et al., 2004).
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Otras de las ventajas de usar un fluido supercritico es que se obtienen altos rendimientos de
extraccion, es una tecnologia limpia que no deja residuos, se ocupa bajas temperaturas de
extraccion, evita la alteracion quimica en el aceite, su facil manejabilidad permite cambiar los
parametros operacionales cambiando la composicion del aceite extraido. Dentro de las
desventajas de esta metodologia es su elevado costo, y que éacidos grasos, pigmentos y ceras
pueden ser extraidos junto con el aceite esencial, disminuyendo su calidad (Esquivel y Vargas,
2007).

i Fluido
stper-
critico

Pe e e
i Liquido
7}
g Salido
o
Gas
P
Temperatura

Figura 2.3. Diagrama de fases general para un fluido supercritico, donde Pc es la presion critica
y Tc es la temperatura critica (Esquivel y Vargas, 2007).

En la Tabla 2.1. se presentan las propiedades criticas de algunos fluidos que pueden utilizarse
como solventes en condiciones supercriticas. Para que sea una extraccion efectiva es necesario
que la extraccion se lleve a cabo entre los 10 y 100 °C y una presion entre 50 y 300 bar. Es
importante considerar extraer a condiciones mas cercanas a las temperaturas ambientales, ya que
los aceites esenciales presentan compuestos termolabiles los que se ven afectados y se degradan a

temperaturas elevadas (del Valle y Aguilera, 1999).
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Tabla 2.1. Condiciones criticas de temperatura y presion para algunos fluidos.

Solvente Temperatura critica Presion critica
(°C) (bar)
Propano 97 42,5
Metano -83 46,9
Oxigeno -118 50,4
Etano 32 48,7
Acetileno 36 62,5
Agua 374 220,9
Dioxido de carbono 31 72,9
Dioxido de nitrogeno 36,7 71,7

Fuente: del Valle y Aguilera, (1999); Velasco y Villada, (2006).

Al considerar las condiciones antes descritas, quedan excluidos los solventes para la extraccion
de aceite esencial el oxigeno y metano por presentar temperaturas criticas muy bajas, ademas del
propano, etano y acetileno por presentar escaso poder solvente a temperaturas bajas y presentar
de igual forma problemas de inflamabilidad (del \VValle y Aguilera, 1999). El agua a menudo se ha
utilizado para la destruccion de compuestos organicos peligrosos, pero como necesita de una alta
temperatura y presion critica, ha limitado su aplicacion en andlisis de aceite esencial, junto
ademas que a esas condiciones el agua adopta una naturaleza corrosiva (Pourmortazavi y
Hajimirsadeghi, 2007).

Tal como se mostro en la Tabla 2.1 el diéxido de carbono (CO,) y el diéxido de nitrégeno (N,O)
son los mejores fluidos supercriticos para extraer, junto ademas de que practicamente presentan
las mismas condiciones supercriticas de extraccion. Es por eso que ya en 1990 algunos reportes
publicaban acerca de la eleccion del didxido de nitrégeno como fluido supercritico en vez de
dioxido de carbono. Este gas era considerado uno de los mas adecuados para la extraccion de
compuestos polares, debido a que presentaba un momento dipolar permanente. Una de las
aplicaciones a las que se utilizaba didxido de nitr6geno en desmedro del diéxido de carbono, era
en la extraccién de dibenzodioxinas policloradas a partir de cenizas volantes. A pesar que era
mayormente utilizado, se descubrié que este fluido provocaba explosiones violentas al ser
utilizado en la extraccion de muestras con un alto contenido organico. Es asi que se dejé de
utilizar y se ocupd exclusivamente el dioxido de carbono (Pourmortazavi y Hajimirsadeghi,

2007).
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2.6 Dioxido de carbono (CO,) como fluido supercritico.

El dioxido de carbono (CO,) es generalmente el disolvente méas deseable para realizar extraccion
con fluidos supercriticos. La presion critica es de 72,9 bar y la temperatura critica del diéxido de
carbono es de s6lo 304 K o 31 °C, lo que lo hace ser atractivo para la extraccién de compuestos
sensibles al calor. Ademas, es un material inerte, no inflamable, no explosivo, de bajo costo,
inodoro, incoloro, un disolvente limpio que no deja residuos en el producto, es también no téxico
y es generalmente aceptable como un ingrediente inocuo en los productos farmacéuticos y en
alimentos. Ademas, el dioxido de carbono tiene una baja tension superficial y baja viscosidad y
una elevada difusividad que lo hacen atractivo como un disolvente supercritico. La difusividad
del dioxido de carbono supercritico (SC-CO;) es uno de los dos 6rdenes de magnitud mas alto
que existe para fluidos, lo que permite conferir una transferencia de masa mas rapida, dando
como resultado en una tasa de extraccion mayor que la obtenida por el método convencional
(Khajeh et al., 2010).

Las principales caracteristicas del dioxido de carbono son que se disuelve en compuestos no
polares o ligeramente polares, su poder disolvente para compuestos de bajo peso molecular es
alto, tiene alta afinidad con compuestos organicos oxigenados de peso molecular medio, es
insoluble en proteinas, polisacaridos, aminoacidos, taninos, azlcares y sales minerales, lo que se
traduce en una ventaja si se quiere extractos libres de estos compuestos (Thai Danh et al., 2012),
y a medida que aumenta la presion es capaz de separar compuestos menos volatiles, con un peso

molecular mas alto y mas polar (Sahena et al., 2009).

2.7 Extraccion de aceites esenciales utilizando CO, como fluido supercritico.

Los aceites esenciales se pueden extraer facilmente utilizando didxido de carbono supercritico
(SC-CO,) a presiones y temperaturas moderadas. Esto es, desde un punto de vista del equilibrio,
presiones relativamente bajas (90 a 120 bar) que se requieren para extraer los aceites esenciales
desde la matriz de la planta. Sin embargo, presiones mas altas también se aplican para extraer
aceite esencial con el fin de comprimir la célula vegetal, con lo que se mejora la transferencia de

masa y la liberacion de los aceites desde los tricomas o cavidades secretoras. Las altas presiones
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originan la co-extraccion de sustancias distintas a los del aceite esencial. Por lo tanto la regla
general es: cuanto mayor es la presién, mayor es el poder disolvente y menor es la selectividad de
la extraccion (Fornari et al., 2012). A mayor presion se obtienen compuestos de mayor peso
molecular, menos soluble y menos volétiles, tales como (en orden decreciente) pigmentos
(clorofilas y carotenos), resinas, ceras, aceites, &cidos grasos libres, esteres, terpenos mas
pesados y finalmente aceites esenciales (del Valle y Aguilera, 1999). Por lo tanto si se desea un
aceite esencial de gran calidad es ideal extraer a condiciones bajas de presion y temperatura. Una
de las grandes ventajas de la utilizacion del diéxido de carbono como fluido supercritico es su
alta selectividad a la hora de extraer compuestos. Se puede manejar sin mayores problemas las
condiciones de extraccién (presion y temperatura), lo que permite obtener aceites con
composiciones diferentes (Donelian et al., 2009).

Diversas investigaciones han estudiado las condiciones del dioxido de carbono como fluido
supercritico para la extraccion de aceite esencial en hierbas. En la Tabla 2.2 se observan los
resultados. La mayoria de las hierbas para una adecuada extraccion de aceite esencial ocupan
presiones bajo los 200 bar y temperaturas bajo los 50 °C. Por lo tanto la condicion elegida para la

extraccion de aceite esencial en esta investigacion es de 100 bar y 40 °C.

Tabla 2.2. Condiciones de extraccion de aceite esencial en diversas hierbas.

Materia prima Familia Temperatura Presion Referencia
(°C) (bar)
Manzanilla Asteraceae 35-50 80-200 Del Valle y Aguilera,
(1999)
Milenrama Asteraceae 40 100 Bocevska y Sovova,
(2007)
Romero Lamiaceae 38-48 100-160 Velasco et al. (2007)
Lavanda Lamiaceae 37 100 Thai Danh et al. (2012)
Orégano Lamiaceae 40 100 Sandoval, (2008)
Boldo Monimiaceas 40 100 Sandoval, (2008)
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2.8 Tipos de pretratamientos.

Existen distintos tipos de pretratamientos que se realizan a substratos herbaceos para aumentar el
rendimiento de extraccion y procurar dafiar lo menos posible los componentes volatiles que le

dan la capacidad antioxidante a los aceites esenciales extraidos.

El pretratamiento convencional mas usado es la reduccion de tamafio producido por la molienda.
En ésta se usa un molino de martillo, rodillos, bolas, etc., el cual tritura la muestra a través de
golpes y fricciones. Este procedimiento presenta una gran desventaja que es el incremento de la
temperatura por la friccion, la cual afecta la estabilidad y ocasiona pérdidas de aceites esenciales.
Para evitar estas pérdidas ocasionadas por el calor, es que se ha perfeccionado la molienda
agregando un compuesto frio al proceso. Ahi es donde nace la molienda criogénica. Esta técnica
consiste en sumergir la muestra en un liquido criogénico (nitrégeno liquido) por un cierto tiempo,
para luego molerla en un molino para su posterior extraccion. Dentro de las ventajas de moler en
frio estan que la muestra se vuelve méas quebradiza lo que favorece la trituracion y ademas los
aceites esenciales y otros componentes se mantienen en el producto al no verse afectados por el
calor. Otro tipo de pretratamiento es la molienda en ausencia de aire, esta técnica es muy poco
usada e investigada. Esta trata en obstaculizar la circulacion de aire durante la molienda para

evitar el arrastre de particulas volatiles fuera del molino (Huerta, 2005).

Los tipos de pretratamientos antes descritos resultaron ser menos eficaces que la rapida
descompresion con CO,. Sandoval (2008) analizo distintos tipos de pretratamientos en hojas
boldo y orégano, encontrando que el rendimiento de extraccion de aceites esenciales (g aceite
esencial/100 g s6lido seco) fueron mas altos para sustratos pretratados por descompresion rapida
con SC-CO; (boldo: 1,065 y orégano: 0,542) y por molienda criogénica (boldo: 1,060 y orégano:
0,533), en comparacion a los rendimientos obtenidos por el método convencional (boldo: 0,878 y
orégano: 0,506) y molienda en ausencia de corriente de aire (boldo: 0,733 y orégano: 0,415).
Como el mejor rendimiento de extraccion se obtuvo con descompresién con CO;, en esta

investigacion sélo se analizara la rapida descompresion como pretratamiento.
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2.9 Descompresion rapida como pretratamiento.

La descompresion réapida, en términos generales, es un tipo de pretratamiento que implica poner
en contacto el substrato vegetal con diéxido de carbono (CO,) a una presion elevada por un cierto
tiempo, para luego ejercer un cambio brusco de presion que libera rapidamente el CO; vy libera el
aceite esencial del substrato vegetal (Meyer et al., 2012).

Este tipo de pretratamiento esta especialmente disefiado para la ruptura de tricomas y cavidades
secretoras. Gaspar et al. (2003) investigaron el efecto de la descompresion en muestras de
orégano (familia Lamiaceae). Encontrd que las glandulas tricomas peltadas eran permeables al
dioxido de carbono, el cual penetrd y se disolvi6 en la fase oleosa. El proceso de solubilizacién
del CO; en la matriz herbacea ocurre en cuatro etapas. Primero el contacto del CO, con la matriz,
luego la difusion del CO, en la matriz ejercida por la presion, luego la solubilizacion del fluido
supercritico con el aceite esencial e inmediata hinchazon de la glandula provocando el
estiramiento de la membrana, y finalmente el proceso de descompresion, rompimiento de la
membrana y extraccion del aceite esencial. Se ha encontrado que la mayor ruptura celular se
produce a 70 bar (Gaspar et al., 2003) y que a presiones mayores a 100 y menores de 290 bar el
incremento en la permeabilidad de la glandula por accion de la presion es poco notorio. Esto nos
indica que existe una dependencia entre la permeabilidad de las glandulas y la presion (Stamenic
et al., 2010).

La estructura fisica de la matriz es de suma importancia, ya que la eficacia de la extraccion se
relaciona con la capacidad del fluido supercritico para difundirse dentro de la matriz. Por esa
razon, las condiciones de extraccion del mismo grupo de aceites pueden diferir de una matriz a

otra (Pourmortazavi y Hajimirsadeghi, 2007).

Zizovic et al. (2007) estudiaron el efecto de la rapida descompresion en la extraccion de aceite
esencial de la flor de milenrama y manzanilla, ambas de la familia Asteraceae. Informé que el
tamafio de particula no afectd la tasa de extraccion, esto explicado por los fenémenos que tienen
lugar en la estructura secretora que en ambos casos son conductos oleoriferos, en donde el aceite
esencial se almacena. EIl efecto de descompresion es similar al de la familia Lamiaceae. Los

conductos se ramifican por todo el ancho de la hoja, por lo tanto el diéxido de carbono puede
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penetrar por ambos lados, lo que conduce a un tiempo de solubilizacion mas rapido ya que no
existe una alta resistencia de transferencia de masa. Esto causa el aumento del conducto e

hinchazon de la pared, lo que provoca su ruptura y liberacion de aceite esencial.

Es importante la rapida descompresion como pretratamiento ya que reduce el consumo de CO; y
ahorra energia en el proceso de extraccion con fluidos supercriticos (Stamenic et al., 2008). En
esta investigacion se estudiard el efecto de distintas condiciones de temperatura y presion sobre la

extraccion de aceite esencial y su actividad antioxidante.
2.10 Aceites esenciales y actividad antioxidante.

Es un hecho conocido que los radicales libres juegan un papel importante en la vida biolégica.
Los radicales libres pueden causar peroxidacion de lipidos en alimentos con lo cual conduce a su
deterioro. Aunque muchos alimentos contienen antioxidantes para evitar ese tipo de deterioro,
éstos son de origen sintéticos, como el BHT (butil-hidroxi-tolueno) o el BHA (butil-hidroxi-
anisol), por lo que estan asociados a efectos secundarios, como enfermedades cancerigenas. Por
esta razon existe un interés cada vez mayor en los estudios de aditivos naturales como
antioxidantes. Muchas fuentes de antioxidantes de origen vegetal se han estudiado en los Gltimos
afios. Entre éstos las propiedades antioxidantes de muchas plantas aromaticas y especias han
demostrado ser eficaces en el retraso del proceso de peroxidacion de lipidos en los aceites y los
alimentos grasos y han ganado el interés de muchos grupos de investigacion (Kulisic et al.,
2004).

Esta propiedad bioldgica esta estrechamente relacionada con los aceites esenciales de la planta
(Lawrence y Lawrence, 2011). Esta es la razon por la cual se estudiara la actividad antioxidante
de los extractos de aceite esencial de Leptocarpha rivularis, utilizando dos metodologias la
primera que determina la capacidad antioxidante por trolox equivalente y la segunda por el
metodo de blanqueamiento del B-caroteno. De igual forma se determinara el contenido de fenoles

totales.

La determinacion de la capacidad antioxidante utilizando 1,1-difenil-2-picrylhydrazine (DPPH)
fue descrita por primera vez por Blois en 1958. Es uno de los ensayos de determinacion de

antioxidantes mas utilizados para muestras de plantas. DPPH es un radical libre estable que

“Pretratamiento de hojas de Leptocarpha rivularis por rapida descompresion con CO, como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales”

17



Capitulo 2: Antecedentes Generales

reacciona con compuestos que pueden donar un &tomo de hidrégeno. Este método se basa en el
barrido de DPPH a través de la adicion de una especie de radical o un antioxidante que decolorize
la solucion de DPPH. La actividad antioxidante se mide entonces por la disminucion en la
absorcion a 515 nm (Krishnaiah et al., 2011).

Por otra parte el método de determinacion de la capacidad antioxidante por el blanqueamiento del
B-caroteno se basa en la pérdida del color del B-caroteno debido a su reaccién con los radicales
que se forman por la oxidacion de acido linoleico en una emulsion. Como las moléculas de B-
caroteno pierden sus enlaces dobles por la oxidacion, el compuesto pierde su croméforo vy el
color naranja caracteristico, el cual se mide espectrofotométricamente a 470 nm (Yang et al.,
2008). La tasa de blanqueo B-caroteno puede ser frenado en la presencia de antioxidantes (Kulisic
et al., 2004).

Muchas hierbas y especias son una excelente fuente de compuestos fendlicos, que han sido
investigados por presentar una buena actividad antioxidante (Hinneburg et al., 2006). Por esta
razon se determinara el contenido de polifenoles totales en la Leptocarpha rivularis y si existe
alguna relacion con la capacidad antioxidante determinada. La determinacion de polifenoles se
realiza mediante el método de Folin-Ciocalteu. Esta trata de la oxidacion de fenoles en una
solucion alcalina la cual cambia de un color amarillo a azul. Estos pigmentos azules tienen un
méaximo de absorcién en funcion de la composicion cuantitativa y cualitativa de la mezcla
fendlica junto ademas del pH de la solucion, que se obtiene al agregar el carbonato de sodio. Esta

absorcion se mide espectrofotométricamente a 765 nm (Cai Lee et al., 2012).
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIALES.
3.1.1 Materia prima.

El sustrato a ocupar corresponde a hojas de Leptocarpha rivularis, conocido también como palo
negro, recolectadas en la zona de Valdivia, XIV Region de los Rios. Se obtuvieron hojas libres de
tallos y ramas. Se almacend las hojas 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 del

calor.

3.1.2 Equipos e instrumentos.

e Agitador de tubos vortex (VELP Scientifica, Europa)

e Balanza analitica, sensibilidad = 0,0001 g (Ohaus MJ-510, Corporation USA)

e Bafio termo-circulador (Labtech, modelo LCB-R20, Corea)

e Bafio termoregulado (Memert, Alemania)

e Bafio ultrasonico 2,75 L (Elma, Alemania)

e Espectrofotometro (Bausch y Lomb, Espectronic, SP-2000 UV, Estados Unidos)
e Estufa (Electro Thermostatic Oven, modelo DHG-9037A, China)

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

e Extractor supercritico (Applied Separation Speed 2, INC Allentown, Estados Unidos)
e Placa eléctrica con agitador magnético (Magnetic Stirrers, modelo SH-3, China)
e Tamices de la serie Tyler

e Tamiz vibratorio Ro-Tap (Gilson Company, INC, Estados Unidos)

3.1.3 Reactivos.

e 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)
e Acido galico

e Acido linoleico

e Agua desionizada

e Agua destilada
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e Alcohol

e p-caroteno, tipo I, aprox. 95% UV
e Butil-hidroxi-tolueno (BHT)
e Carbonato de sodio (Na;COs)
e Cloroformo p.a.

e C0;99,8% de pureza

e Etanol p.a.

e Metanol p.a.

e n-Hexano p.a.

e Nitrégeno

e Reactivo Folin-Ciocalteu

e Surfactante Tween 40

e Tolueno p.a.

e Trolox

3.1.4 Material de vidrio y otros.

e Baldn de 1000 mL

e Cubeta de vidrio

e Desecador con silica gel

e Matraz aforado de 5, 10, 25y 200 mL

e Matraz Erlenmeyer de 250 y 1000 mL

e Micropipetas de 10-100uL y 100-1000uL
e Picnometro de 25 mL

e Probeta de 100 y 500 mL

e Recipientes de vidrio (viales) de 60 mL

e Material de vidrio de uso corriente
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3.2 ANALISIS DE SUSTRATO
3.2.1 Determinacion de humedad por método gravimétrico.

La humedad se determiné por medio del método gravimétrico (AOAC, 1990), basado en la
diferencia de pesada mediante secado en estufa a 105 °C hasta alcanzar un peso constante. Se
pesaron 2 g de hojas de Leptocarpha rivularis en placas Petri previamente taradas. Este analisis
fue aplicado al substrato inicial y al substrato agotado después de la extraccion y se realizé en
duplicado. Para la determinacion de la humedad en base hiimeda se utiliz6 la Ecuacion 3.1.

|:(mi - mf )}
Humedad (%) = B x100 (3.2)

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

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

3.2.2 Tamario de particula.

A las hojas de Leptocarpha rivularis se les determind la distribucion del tamafio de particulas
usando tamices de la serie Tyler. Los tamices usados fueron los N° 25 (0,7 mm), N° 20 (0,9 mm),
N° 18 (1,0 mm), N° 14 (1,4 mm), N° 8 (2,4 mm) y N° 6 (3,4 mm). Una cierta cantidad de muestra
se coloco en el Tamiz vibratorio Ro-Tap y se tamiz6 por 15 min. Las muestras tamizadas se
envolvieron en bolsas de papel oscuras y fueron almacenadas en un refrigerador (5° C) hasta su

analisis.

3.2.3 Extraccion de aceite esencial.

La extraccion de aceites esenciales se llevo a cabo por la metodologia de hidrodestilacion. Se
cargaron 20 g de muestra de Leptocarpha rivularis seca, con un tamafio de particula superior a
los 500 um, junto con 300 mL de agua destilada en un destilador tipo Clavenger (Figura 3.1 A), y
se conectd el bafio termocirculador (Figura 3.1 B) por aproximadamente 4 h (Khajeh et al.,
2004). EIl destilado volatil fue cuantificado en una bureta de 10 mL. Se dejé decantar, para

separar fases por diferencia de densidades entre el aceite y el agua. El aceite fue recolectado en
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frascos de vidrio oscuro y se mantuvo bajo refrigeracion. Para determinar el porcentaje de
extraccion se utilizé la Ecuacion 3.2.

. mi — mf
%extraccion = g
mi

(3.2)

Donde: m;: Lectura inicial del extracto en la bureta.

ms: Lectura final en la bureta una vez extraido el aceite esencial.

(A) (B)

Figura 3.1. (A) Destilador tipo Clavenger. (B) Bafio termocirculador (Labtech, modelo LCB-
R20, Corea).

3.3 METODOLOGIA
3.3.1 Descompresién rapida con CO,.

Para efectuar la descompresion se utilizd un extractor supercritico, el cual se cargé con una
muestra de hoja seca, previamente pesada en el extractor de 50 mL de capacidad. La extraccion

fue realizada usando CO, de un 99,8% de pureza. La descompresion se realizd a un tiempo
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constante de 60 min. A este tiempo constante se utilizaron diferentes combinaciones de
temperatura (21, 25, 35, 45, 49 °C) y presiones (60, 70, 95, 120, 130 bar) de acuerdo a un disefio
experimental compuesto rotatorio. A continuacion se abrié la llave para dar paso al CO,
(descarga del extractor), lo que provocé una répida caida de presion. Se cerré la valvula de

liberacion de CO; para seguir inmediatamente con la extraccion del aceite esencial.

3.3.2 Extraccion supercritica.

Ya realizada la descompresion rapida de CO,, se procedié a colocar las condiciones de extraccion
fijada para todos los ensayos en 100 bar y 40 °C por un tiempo de 26 min y con una velocidad
superficial de CO, de 1 mm/s. La recoleccion de aceite esencial se realizé en viales de 60 mL
previamente pesados. La diferencia de peso entre el frasco con aceite extraido y su peso vacio
determind la cantidad de aceite que se obtiene en el tiempo de extraccion. Las muestras agotadas
fueron descargadas del extractor y se determind su contenido de humedad. Esta informacion fue
atil para determinar el rendimiento de extraccion, y su relacion con su condicion de ruptura

(temperatura y presion). Las extracciones se realizaron en duplicado.

3.3.3. Disefio experimental y analisis estadistico.

Se us6 un disefio de superficie de respuesta para evaluar el efecto de las variables independientes
temperatura codificada X; (ecuacion 3.3, donde T es la temperatura en °C) y la presion
codificada X, (ecuacion 3.4, donde P es la presion en bar), sobre el rendimiento de extraccion de
aceite Y; (g/kg sustrato seco) y actividad antioxidante Y, (mmol Teac/g aceite). Las variables
independientes del disefio central compuesto rotatorio con o sin decodificar se muestran en la
Tabla 3.1.

T-35
X,=—— (33
T (3.3)

P-95
X,=——" (34
2= (3.4)

El disefio experimental estd basado en un disefio central compuesto rotatorio. El disefio consiste

de un disefio factorial de 2 factores (n = 2) con dos niveles (-1, +1). El disefio tiene 4 (2n) puntos

2n/4

experimentales y 4 (2n) puntos estrellas con una distancia axial de 1,41 (o = ) y 3 mediciones

en el punto central para la determinacién del error experimental. Los experimentos se realizaron
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en orden aleatorio para minimizar el efecto de variabilidad de factores externos. Se utiliz6 la
Ecuacion 3.5 de segundo orden para expresar la variable respuesta Y como una funcién de las
variables independientes X; y X;, como sigue:

Y =A, +A X, +AX, +ALX X, +ALXE+A,XE (3.5)

Donde A, es una constante, A1 y A; son los coeficientes lineales; Ai, es el coeficiente de
interaccion, y A11 'y Ay, son los coeficientes cuadraticos. Se construyeron superficies de respuesta
variando el valor de las variables dentro de la regidn de estudio. El buen ajuste del modelo se
evalu6 mediante un analisis de varianza. Los coeficientes de la ecuacidn cuadratica fueron
estimados usando el programa Design Expert (Stat-Easy, Inc. Minneapolis, MN). La significancia
estadistica de los coeficientes se analizd a un nivel de significancia a=0,05. Adicionalmente se
realizé un analisis de correlacion entre las distintas respuestas. Finalmente se realiz6 extracciones
adicionales con el proposito de validar la ecuacion con el valor de las variables optimas. A los

extractos obtenidos bajo estas condiciones se les evalud su actividad antioxidante.

Tabla 3.1. Variables independientes y sus niveles para el disefio central compuesto rotatorio.

Variables independientes Simbolos Niveles
No codificada Codificada No codificada Codificada

Temperatura (°C) T X1 21 -1,41
25 -1
35 0
45 +1
49 +1,41

Presion (bar) P X 60 -1,41
70 -1
95 0
120 +1
130 +1,41

X1 = (T-35)/10; X, = (P-95)/25;
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3.4 ANALISIS DE EXTRACTOS.

Bajo condiciones seleccionadas de extraccion con CO,, obtenidas del analisis de superficie de
respuesta, se obtuvieron extractos de aceite esencial a los que se les analizé su capacidad

antioxidante.
3.4.1 Determinacion de capacidad antioxidante de trolox equivalente.

Para este analisis se realizd como lo describe Brand-Williams et al. (1995) y Bondet et al.
(1997). Se prepar6 dos soluciones, la primera la solucion de DPPH, donde se disolvi6 0,00394 g
de DPPH en 25 mL de etanol p.a. en un vaso precipitado cubierto con papel aluminio para
protegerlo de la luz, para luego agitarlo por 30 min. Y la segunda solucién de trolox, que se
preparé con 0,0025 g de trolox en 5 mL de etanol p.a. y 5 mL de agua desionizada. Luego se
prepard la curva de calibracion (Anexo C, Figura C-1), utilizando 6 matraces aforo de 10 mL, se
le adiciond a cada matraz una alicuota de trolox que va desde el 0 hasta los 0,1 mL, para luego
completar con cloroformo hasta obtener 3,2 mL de volumen total, donde el blanco correspondia
al valor de 0. A cada tubo se le agreg6 0,8 mL de reactivo DPPH. Se mezclé homogéneamente y
se dejo en un lugar oscuro por 30 min, transcurrido el tiempo se leyd la absorbancia en un
espectrofotometro a 520 nm. Luego, se construyd la curva con el patrén de trolox, graficando la
absorbancia versus la concentracion de trolox (mmol de Teac/g aceite) afiadido a cada matraz, y

se obtuvo de esta forma la ecuacion de regresion caracteristica.

Para el analisis de las muestras se prepararon diluciones, adicionando a cada matraz de aforo de
10 mL lo siguiente: 2,2 mL de etanol, 1 mL de muestra y 0,8 mL de DPPH. La mezcla se agité y
se dejo reposar por 15 min en la oscuridad. Se trabajo en duplicado y se midié la absorbancia a
520 nm en cubeta de vidrio. A partir de la ecuacion de la curva obtenida con el patrén trolox se
calculd la actividad antirradicalaria de las muestras expresadas en mmol de trolox equivalente/g

de aceite utilizando la Ecuacién 3.6.
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_(mx A)xV xFD

C (3.6)

Donde: C: Concentracion de trolox equivalente (mmol Teac/g de aceite)
m: Pendiente de la curva patrén de trolox
A: Absorbancia de la muestra analizada en longitud de onda de 520 nm
FD: Factor de dilucion
V: Volumen del solvente utilizado en la preparacion del extracto (mL)

g: gramos de la muestra utilizada.

3.4.2. Método de blanqueamiento del p-caroteno

El procedimiento para determinar la actividad antioxidante utilizando el método del
blanqueamiento del B-caroteno, se basé en el método sefialado por Kulisic et al. (2004) y
Mendiola et al. (2007). Se preparé primeramente una solucion de B-caroteno (1 mg/mL en
cloroformo). Luego se elabor6 una emulsion A consistente en 0,1 mL de pB-caroteno, 0,022 mL de
acido linoleico y 0,1 mL de Tween 40. Se evaporo el cloroformo de la muestra bajo una corriente
de nitrogeno seco. La muestra seca se disolvid en 50 mL de agua destilada oxigenada y se
emulsifico en un sonificador durante 1 min. De igual forma se elabor6 una emulsion B sin -
caroteno (0,022 mL de acido linoleico, 0,1 mL de Tween 40 y 50 mL de agua destilada
oxigenada). La muestra de aceite esencial fue diluida en metanol y se elaboré las siguientes
concentraciones (10, 5, 2,5, 1y 0,5 mg/mL). Se agreg6 0,2 mL de muestra diluida a cada tubo de
ensayo junto con 5 mL de la emulsion A. Se realiz6é un control sin antioxidante donde se agregd
0,2 mL de metanol y 5 mL de emulsién A. La emulsién B se utiliz6 como blanco, se afiadié a un
tubo de ensayo 0,2 mL de metanol junto con 5 mL de emulsion B. Las muestras fueron leidas
inmediatamente (t=0) en espectrofotometro a 470 nm en cubeta de vidrio. Una vez leidas las
muestras fueron sometidas a una autooxidacion térmica a 50°C por 2 h. Se ley6 la absorbancia
cada 15 min. Todas las muestras se realizaron en triplicado. El Butil-hidroxi-tolueno (BHT) fue

usado como estandar. El porcentaje de inhibicion fue calculado usando la Ecuacion 3.7.
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Ao -A
% inhibicion :{( AL 020 1x100 (3.7)

co) AC(120)

Donde: Aaqiz0): Absorbancia del antioxidante a t=120 min
Ac(20): Absorbancia del control a t=120 min

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

3.4.3 Determinacion de fenoles totales.

La extraccion de los fenoles de los extractos de aceite esencial se realizd de acuerdo a la
metodologia descrita por Koski et al. (2002), mientras que la determinacién de fenoles mediante
el método Folin-Ciocalteu se realizo en base a la metodologia descrita por Hossain y Shah (2011)

con algunas modificaciones.

Primeramente se prepard la muestra para poder extraer los fenoles desde el aceite esencial. Para
ello se ocuparon 10 mg de aceite esencial, los cuales se disolvieron en 2 mL de n-hexano. La
mezcla se agitd en un agitador de tubos Vortex por 2 min a una frecuencia de 30 mHz. El n-
hexano se retird de la solucion mediante evaporacion con nitrogeno. Se volvié a realizar el
mismo procedimiento una vez mas. El residuo es disuelto en 2 mL de metanol antes de someter a

la prueba de Folin-Ciocalteu.

Para la determinacion fenoles totales, es necesario preparar previamente tres reactivos. El
primero, se prepar0 disolviendo el reactivo Folin-Ciocalteu en agua desionizada en una relacion
de 1:10 v/v. En este caso se diluyeron 3 mL del reactivo en 30 mL de agua desionizada. El
segundo reactivo a preparar fue el Carbonato de sodio (Na,CO3) a una concentracion del 7,5%
p/v. Y el tercer reactivo fue la solucion patron de acido galico a una concentracion de 0,5 mg/mL.

Se disolvieron 0,01 g de acido galico en 20 mL de agua desionizada.

Primeramente se preparo la curva de calibracién adicionando a 6 matraces de aforo de 10 mL la
solucién patrén (0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5 mL) a cada matraz (el primero se considero como
blanco). Inmediatamente, 0,5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu fue afiadido a cada matraz mas 1
mL de la solucion de Na,COgs. 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 procedié a medir la absorbancia de
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las demas soluciones, obteniéndose de esta forma el grafico de la curva patron. (Anexo C, Figura
C-2).

Una vez preparada la curva de calibracion se realiza el analisis de las muestras. Una alicuota de
aceite esencial en metanol (1 mL) se diluy6 en 5 mL de agua destilada. Inmediatamente se afiadio
0,5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu. Después de 3 min se afiadié 1 mL de solucion de carbonato
de sodio y se aforé a 10 mL con agua destilada. Después de 30 min se midi6 la absorbancia a 765
nm. Se utiliz6 &cido géalico para la curva de calibracién y los resultados de los analisis son
expresados en mg de acido galico equivalente por g de aceite esencial. Se calculd el contenido de
fenoles totales mediante la Ecuacion 3.8.

C= (mxA)xVxFD

(3.8)

Donde: C: Concentracion de acido galico equivalente (mg GAE/g aceite esencial)
m: pendiente de la curva patrén de acido galico
A: absorbancia de la muestra analizada a 765 nm
FD: factor de dilucion.
V: Volumen de solvente utilizado en la preparacion de la muestra (mL)

g: gramos de aceite esencial utilizado.

3.5 MICROSCOPIA OPTICA.

Las muestras frescas se sometieron a fijacion por 48 h con una solucion compuesta por la mezcla
(1:1:13:5) de formalina, &cido acético, etanol y agua. 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 inmersién final de 15 min en ter-
butanol puro. Luego siguieron las etapas de corte y tincidn, 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 volumenes crecientes de parafina hasta lograr la inmersién en parafina liquida pura. Para
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el corte se utilizd6 un micrétomo manual (Jung, Heidelberg, Alemania), obteniendo laminas
delgadas de 30 um de grosor, las que fueron colocadas sobre 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 lavé con agua destilada.

La tincion de las ldminas se realizé con safranina (para marcar de rojo los cromosomas, nicleos y
paredes lignificadas), y ‘fast green’ (para marcar otras estructuras celulares con color verde),
seguido por un lavado con eugenol para eliminar el exceso de tinte. Las imagenes de las muestras
se obtuvieron mediante un microscopio éptico Olympus BX50 (Tokio, Jap6n) equipado con una
camara fotografica JVC TK-1280E (Yokohama, Japdn) (Sandoval, 2008).
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSIONES.
4.1 Caracterizacion de sustrato.

Se determind en primera instancia la humedad de la Leptocarpha rivularis, la cual fue de 9,24 +
0,09 % (Anexo A, Tabla A-1). Es de interés conocer el contenido de humedad, ya que el agua
presente en la muestra vegetal interfiere en la interaccién soluto-CO,, asi como también la
difusion de lipidos desde el interior de la muestra lo que se traduce en una disminucién en el
rendimiento de extraccion (Sahena et al., 2009). Por esta razén, se recomienda el secado de la
materia prima. En general, la muestra vegetal no debe tener un contenido de humedad superior al
12%. La presencia de agua puede causar otros efectos indeseables tales como la formacion de
hielo en las tuberias debido a la répida descompresion, y la hidrdlisis de algunos compuestos
(Fornari et al., 2012). Hierbas de la familia Asteraceae mostraron humedad de 10,65% para la
caléndula y 10,25% para la manzanilla (Zizovic et al., 2007).

Se establecio el tamafio de particula de la muestra de Leptocarpha rivularis (Anexo A, Tabla A-
2, Figura A-1). La mayor cantidad de muestra quedd retenida entre las mallas de abertura de 1,0
mm a 1,4 mm. Se ha encontrado evidencia que para hierbas de la familia Asteraceae, el tamafio
de particula no influye en el rendimiento de extraccion. Esta cualidad es propia de la familia
Asteraceae ya que estas Ultimas presentan estructuras rigidas que secretan o liberan el aceite
esencial, conocidos como ductos secretores, los cuales estan presente en toda la hoja, y al

reducirla de tamafio no se ven afectados en gran medida (Stamenic et al., 2008).

Se determind el contenido de aceite presente en la Leptocarpha rivularis mediante
hidrodestilacion. Se obtuvo 1,28 + 0,07 g/kg SS (Anexo A, Tabla A-3). En comparacion con
otras hierbas de la misma familia (Asteraceae) en la Leptocarpha rivularis se obtuvo menos
aceite esencial. Roby et al. (2013) analizaron la hierba Matricaria chamomilla obteniendo
mediante hidrodestilacion un rendimiento de 7,3 g/kg SS. De igual forma se obtuvo con la
Artemisia scoparia un rendimiento de 1,7 g/kg SS (Singh et al., 2009), Pteronia incania con un
10,8 g/kg SS de rendimiento (Hulley et al., 2010) y la Achillea umbellata con un 1,7 g/kg SS
(Radulovic et al., 2012).
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4.2 Andlisis estadistico de resultados.

El efecto de la temperatura (T) y presion de descompresion (P) sobre las respuestas rendimiento
de extraccion de aceite esencial (Yoi) y actividad antioxidante (Y antiox) S€ Observan en la Tabla
4.1. Ambas respuestas son expresadas como un valor promedio resultante entre dos mediciones.
Los valores para la respuesta de extraccion de aceite esencial (Yoj) van desde los 29,42 + 1,42
g/kg SS hasta los 50,42 + 0,14 g/kg SS, mientras que los valores de la respuesta actividad
antioxidante (Y antiox) €stan entre los 1,33 £ 0,02y 2,31 + 0,03 mmol Teac/g aceite.

Tabla 4.1. Rendimientos de extraccion de aceite y actividad antioxidante en base a la
temperatura y presion de descompresion con CO..

Temperatura Presion X1 X2 Yoil Y Antiox
o (mmol Teac/g

(T.°c)  (Pbar) () () (g/kg SS) aceite)
25 70 -1 -1 30,22 +1,28 2,18 £ 0,02
45 70 1 -1 29,77 £ 0,11 1,58 + 0,03
25 120 -1 1 45,86 £ 2,27 1,93 +0,03
45 120 1 1 44,73 £0,25 1,35+ 0,01
21 95 -1,41 0 39,99 £ 0,37 2,31 +0,03
49 95 1,41 0 30,36 £ 0,48 1,33+ 0,02
35 60 0 -1,41 29,42 £1,42 1,90 + 0,05
35 130 0 1,41 50,42 £ 0,14 1,64 + 0,06
35 95 0 0 30,55 £ 0,22 1,82 + 0,02
35 95 0 0 33,12 £1,60 1,87 + 0,03
35 95 0 0 35,65 +1,51 1,91 + 0,04

Yoii: rendimiento de extraccion de aceite; Yantiox: Actividad antioxidante (DPPH)

Con los resultados es necesario conocer la idoneidad del modelo cuadratico. Para ello se realizo
un analisis de varianza y posteriormente se evalud el efecto de las variables temperatura (T) y
presién de descompresion (P) sobre las respuestas, utilizando como base la metodologia de
superficie de respuesta. El analisis de varianza para el modelo cuadratico es presentado en la
Tabla 4.2. Se observa en ella que el modelo cuadratico para describir tanto la respuesta
rendimiento de extraccion de aceite esencial (Yoi) y actividad antioxidante (Y antiox) €S adecuado.
Esto se debe principalmente al valor p descrito por las variables independientes (T y P) el cual es

significativo (p<0,01). Al ser el valor p muy pequefio nos indica que tenemos una respuesta
“Pretratamiento de hojas de Leptocarpha rivularis por rapida descompresion con CO, como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales”

33



Capitulo 4: Resultados y Discusiones

robusta, lo que se traduce en un sistema muy controlado con pocas opciones al error

experimental.

Tabla 4.2. Anlisis de varianza para el modelo cuadratico.

Modelo Suma de Grados Cuadrado F Valor p
cuadrados libertad medio
Yoil Regresion 549,90 5 109,98 17,63 0,0034
Residuo 31,20 5 6,24
Total 581,10 10
Yantiox Regresion 0,94 5 0,19 76,10 0,0001
Residuo 0,013 5 0,0025
total 0,95 10

Yoii: rendimiento de extraccion de aceite; Yantiox: Actividad antioxidante (DPPH)

La Tabla 4.3 muestra los indicadores del modelo cuadréatico. Estos indicadores son el valor F, el
coeficiente de determinacion (R?), la falta de ajuste, la relacién sefial/ruido y el coeficiente de
variacion (CV). Con los resultados del analisis de varianza, es de interés conocer si cumple con
las caracteristicas necesarias para la construccion de una grafica de superficie de respuesta y
ecuacién cuadratica, y con ello obtener una estimacion del comportamiento de nuestro modelo

cuadratico.

Tabla 4.3 Indicadores estadisticos para el modelo de superficie respuesta.

Variable Respuesta

Indicadores
estadisticos Yoi (@/kg Yaniox (Teaclkg
SS) SS)

F 17,63* 76,10*
R® 0,9463 0,9870
Falta de ajuste 0,94 1,53™
Sefal/ruido 12,086 24778
CVv 6,87 2,76

* Significante (p<0,01); ** Significante (p<0,05);y ™ No-significante (p>0,05).
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Como se menciond anteriormente el valor F para ambas respuestas resultdé ser significativo
(p<0,01). El valor del coeficiente de determinacion (R?) fue para la respuesta extraccion de aceite
esencial de 0,9463 y para la respuesta de actividad antioxidante de 0,9870. El R? nos indica la
relacion que existe entre los valores experimentales y los valores predichos por la respuesta.
Ambos valores fueron altos y cercanos a 1 lo que nos demuestra que el modelo es significativo.

La falta de ajuste es no significativa para la respuesta rendimiento de extraccion de aceite
esencial (You) y actividad antioxidante (Y aniox) (P>0,05). La relacién sefial/ruido mide la calidad
de la respuesta y esta debe ser superior a 4 para que el ruido (error no controlable) sea minimo. El
valor de la sefial/ruido para ambas respuestas (12,086 y 24,778) fue muy superior a 4, lo que nos
indica que durante la realizacién de los ensayos, el error propio de un andlisis no influyé en la

calidad de nuestros resultados.

Y finalmente se determino el coeficiente de variacion (CV). Esta mide la variacion de nuestros
resultados respecto de una media de la variable respuesta, entre mas baja sea esta variacion con la
media, menos dispersos son nuestros valores. Para ambas respuestas el coeficiente de variacion
fue menor (6,87 y 2,76), lo que nos indica que existe poca dispersion entre los datos. Esto se
comprueba en la Figura 4.1 que nos muestra la diferencia entre el valor predicho y el valor
experimental. En ambos graficos se observa que los resultados cayeron muy cerca de la linea
media de los resultados, lo que se tradujo en una baja diferencia entre el valor predicho por el

modelo y el valor obtenido experimentalmente.

En funcion de los resultados obtenidos en los indicadores estadisticos descritos anteriormente, es
posible afirmar que nuestro modelo es idoneo para describir la respuesta rendimiento de
extraccion de aceite esencial (Yoi) y actividad antioxidante (Y aniox) €n funcion de las variables
independientes temperatura (T) y presion de descompresién (P), junto ademas de la construccion

de las graficas de superficie de respuesta.
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Figura 4.1. Diferencias entre el valor medido experimentalmente y predicho por el modelo de
superficie de respuesta para: (A) Rendimiento de extraccion de aceite esencial (Yoi) y (B)
actividad antioxidante (Y antiox)-
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4.3 Rendimiento de extraccion de aceite esencial.

El rendimiento de extraccion de aceite esencial se expresd6 como una ecuacion (Ecuacion 4.1), en
la cual se muestra que variables independientes temperatura (T) y presion de descompresion (P)

son mas significativas sobre el rendimiento de extraccion de aceite esencial.

2
Yoi = 33,11—1,90w+ 754 (P-95) +106 (T —35)
10 25 10

(P-95)°

+3,43T -017 (T —35) (P -95)

10 25 (4.1)

En la Ecuacion 4.1 se observa que para la respuesta rendimiento de extraccion de aceite esencial
(Yoir ) la variable independiente més significativa es la presion de descompresion (P), al presentar
los valores mas altos, tanto en su forma lineal (7,54) como en su forma cuadrética (3,43). Ambos
valores son de signo positivo lo que nos indica que afectan directamente proporcional a la
respuesta, es decir que, a una mayor presion de descompresion mayor es el rendimiento de
extraccion de aceite esencial. Esto es reafirmado al ver el analisis de varianza para la extraccion
(Anexo B, Tabla B-1), donde la componente lineal de la presion (p<0,001) y la componente

cuadratica de la presion (p<0,05) son significativos.

Para ver mas claramente este fendmeno, se construyd una grafica de superficie de respuesta
(Figura 4.2) a partir de la Ecuacion 4.1. En ella se observa mas detalladamente el efecto de las
variables independientes temperatura (T) y presion de descompresion (P) sobre el rendimiento de

extraccion de aceite esencial.

“Pretratamiento de hojas de Leptocarpha rivularis por rapida descompresion con CO, como
acondicionamiento para la extraccion supercritica de aceites esenciales”

37



Capitulo 4: Resultados y Discusiones
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Figura 4.2. Superficie de respuesta de rendimiento de extraccion de aceite (Y,i) COMo una
funcion de la temperatura (T, °C) y presion (P, bar).
En la Figura 4.2 se observa que a temperatura constante, a medida que aumenta la presion, desde
los 60 bar a 130 bar, aumenta el rendimiento de extraccion. Se ve claramente que la presion de
descompresion (P) es la Unica variable que afecta significativamente el rendimiento de extraccion
de aceite esencial. De igual forma se menciona que la presion tiene un mayor efecto a menor

temperatura (21 °C).

De acuerdo al modelo estadistico y la grafica de superficie de respuesta se encontré la mejor
condicién en donde se extrae la mayor cantidad de aceite esencial. Para la variable independiente
temperatura de descompresion (T), ésta fue de 21 °C mientras que para la variable independiente

presién de descompresién (P) fue de 130 bar. Segun el modelo a estas condiciones de
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descompresion (130 bar y 21 °C) el rendimiento de extraccion es de 55,45 g/kg SS, valor superior
a lo obtenido experimentalmente, donde el maximo de extraccion fue a 130 bar y 35 °C con un
rendimiento de 50,42 g/kg SS de aceite esencial.

El efecto de la rapida descompresion con CO, en hierbas aromaticas ocurre de la siguiente forma,
las membranas de las glandulas tricomas y de los ductos secretores son permeables por lo tanto el
dioxido de carbono penetra a través de ellas por alta presion y se disuelve en la fase oleosa. Una
vez disuelto el CO, aumenta el volumen de la glandula tricoma o del ducto secretor, provocando
el estiramiento de la membrana. Luego de un cierto tiempo se produce la rapida descompresién
liberando lo més rapido posible el CO,, esto provoca un diferencial de presién entre las paredes y
la membrana de las glandulas con el exterior, lo que provoca el rompimiento de éstas y la
liberacion del aceite esencial (Stamenic et al., 2010). Entre méas grande sea este diferencial de
presion mayor serd la ruptura celular y mejor sera la extraccion de aceite esencial ya que
aumentara la disponibilidad de éste. Por ello obtenemos mayor rendimiento de extraccion de

aceite esencial a una alta presion de descompresion (130 bar).

De acuerdo al analisis de varianza, el efecto de la presion de descompresion es la mas
significativa en el rendimiento de extraccion. Esto se debe primero por el efecto significativo que
incide la presion en la ruptura de glandulas tricomas, y de igual forma a que la resistencia a la
transferencia de masa de aceite esencial en las plantas de la familia Apiaceae y Asteraceae es
muy bajo, practicamente insignificante (Sovova, 2012), por lo tanto no existe gran barrera que

impida la solubilidad del didxido de carbono en los tricomas glandulares o cavidades oleoriferas.

La temperatura también afecta a la volatilidad del soluto. Como se observo en la Figura 4.2 la
temperatura no fue significativa, a pesar que el mejor rendimiento de extraccion de aceite
esencial se encontrd a menor temperatura (21 °C). Esto nos indicaria que el aceite esencial de
Leptocarpha rivularis es soluble a baja temperatura de descompresion. De igual forma Thai Danh
et al. (2012) encontraron que el aceite esencial de lavanda es facilmente soluble en diéxido de
carbono supercritico a baja temperatura. Para un soluto no volatil, una temperatura mas elevada
daria como resultado en una menor recuperacion de la extraccion, debido a una disminucion de la

solubilidad (Pourmortazavi y Hajimirsadeghi, 2007).
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Al no existir tratamientos previos a Leptocarpha rivularis con descompresion rapida con CO,, se
compard el rendimiento de extraccion con el estudio de Gaspar et al. (2003) los cuales analizaron
la ruptura celular a través de la descompresion en hojas de orégano, la cual pertenece a la familia
Lamiaceae. Segun los autores se obtiene la mayor solubilidad del CO;, a 70 bar y 37 °C, y con
ello mayor ruptura celular y mejor rendimiento de extraccion. De igual forma Sandoval (2008)
analizo el rendimiento de extraccion utilizando rapida descompresion (70 bar y 40 °C) a hojas de
orégano y boldo obteniendo 10,6 g aceite/kg SS y 5,4 g aceite/kg SS. La muestra de Leptocarpha
rivularis obtuvo un mayor rendimiento de extraccion (55,45 g/kg SS) en comparacion a las
mencionadas anteriormente. Esta gran diferencia se debe principalmente a que la mejor condicion
de presion de descompresion en este estudio es mucho mas alta (130 bar), lo que se traduce en un

mayor rompimiento celular y extraccion de aceite esencial.

Se realizd la validacion del modelo cuadratico, extrayendo aceite esencial a las condiciones
ideales predichas por el modelo cuadratico (Anexo D, Tabla D-2). A 130 bar y 21 °C se obtuvo
experimentalmente 49,17 + 0,68 g/kg SS, valor muy cercano a lo descrito por el modelo
cuadratico que a esas condiciones se debiera extraer 55,45 g/kg SS. Se compard el rendimiento de
extraccion con hidrodestilacion. Con SC-CO, el mayor rendimiento de extraccion fue de
49,17g/kg SS mientras que con hidrodestilacion lo maximo de aceite esencial que se obtuvo fue
de 1,28 g/kg SS. Sin dudas algunas el efecto de la descompresion favorece la extraccion de aceite

esencial.

4.4 Efecto de la descompresion sobre el rendimiento de extraccion.,

Para comprobar que la rapida descompresion con CO, influye directamente en el rendimiento de
extraccion de aceite esencial se realizd una extraccion supercritica sin descompresién a presion y
temperatura constante, a 100 bar y 40 °C especificamente (Anexo D, Tabla D-1). Se obtuvo sin
descompresion un rendimiento de extraccién de 17,78 g/kg SS. Este valor es muy inferior a los
55,45 g/kg SS obtenidos a la mejor condicién de descompresion (130 bar y 21°C) predicho por el
modelo cuadratico. Mas del doble en recuperacion de aceite esencial se puede obtener utilizando
rapida descompresion con CO,. A pesar que no se usd descompresion igual se obtuvo un alto

rendimiento de extraccion, esto debido a que el dioxido de carbono alcanzd a solubilizarse
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levemente en la matriz, mientras se ambientaba la muestra por 15 min antes de empezar la
extraccion. El tiempo necesario para una solubilizacion efectiva es sobre los 20 min (Meyer et
al., 2012).

Para observar méas detalladamente el efecto de la descompresion sobre la ruptura de glandulas
tricomas se tomaron imagenes utilizando la microscopia Optica. En la Figura 4.3. se muestran
imagenes tomadas por microscopia Optica, con un zoom optico de 20x a hojas de Leptocarpha
rivularis cortadas transversalmente. En la Figura 4.3 (A) se muestra una hoja de Leptocarpha
rivularis antes de realizar el pretratamiento con rapida descompresion con CO,. La flecha indica
un tricoma glandular del tipo peltado intacto en una de las superficies de la hoja. Estos tipos de
tricomas se caracterizan por tener una base ancha, con un tallo corto y varias células secretoras en
su punta. Es interesante observar la poca presencia de tricomas glandulares en la superficie de la
planta, esto deberia ser por que las hierbas de las familias Asteraceae son mas ricas en ductos
oleoriferos que en tricomas (Sharma y Bhat, 2009). En la Figura 4.3 (B) se muestra una hoja de
Leptocarpha rivularis después de realizado el pretratamiento con rapida descompresion con CO..
Se observa dos tricomas glandulares, indicados por las flechas, con sus puntas destruidas. Esto
nos indica que la rapida descompresion con CO; es un método de pretratamiento efectivo para la
ruptura de glandulas tricomas. Gaspar et al. (2003) mostraron que por la rapida descompresion

hasta en un 86% de los tricomas glandulares puede ser destruido.

Si comparamos ambas fotografias se deduce que el efecto de la presion de descompresion es
efectiva, ya que se observa un aumento en el grosor de la hoja. Por lo tanto el diéxido de carbono
no tuvo problemas en ingresar a las estructuras herbaceas. En la Figura 4.3 (B) los 6rganos
celulares se rellenaron de dioxido de carbono, razon por la cual se observa una estructura celular

que destaca por su expansion por sobre el grosor de la hoja.
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(A)

(B)

Figura 4.3. (A) Imagen tomada por microscopia Optica (20x) de una hoja de Leptocarpha
rivularis antes del pretratamiento con rapida descompresion con CO,. (B) Imagen tomada por
microscopia oOptica (20x) de una hoja de Leptocarpha rivularis después de realizada la rapida
descompresion con CO,. Glandulas tricomas indicadas por flechas.
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4.5 Capacidad Antioxidante.

La capacidad antioxidante de los extractos se expresé como una ecuacion (Ecuacion 4.2), en la
cual se muestra que variables independientes temperatura (T) y presion de descompresion (P) son
mas significativas sobre la actividad antioxidante.

2
Yy =187 0320239 47 (P=99) _ 03, (T =35
10 25 10
2
0058 P=%)", o oos11 T =39 (P-95)
: 0o (4.2)

En la Ecuacion 4.2 se observa que para la respuesta actividad antioxidante (Yaniox) la variable
independiente mas significativa es la temperatura (T) y presion de descompresion (P), en su
forma lineal y cuadratica. Los coeficientes son negativos, lo que nos indica que las variables
independientes temperatura y presion afectan inversamente proporcional a la respuesta, es decir
que, a una mayor temperatura de descompresion se obtendra una menor actividad antioxidante, y
en igual forma a una mayor presion se tendra menor actividad antioxidante. Ambas variables
acttan de manera independiente, puesto que su interaccion resultd ser no significativa. Esto es
ratificado al ver el analisis de varianza para la extraccion (Anexo B, Tabla B-2), donde la
componente lineal de la temperatura (p<0,001), la componente lineal de la presion (p<0,01) y la

componente cuadratica de la presion (p<0,05) son significativos.

Para ver mas claramente este fendmeno, se construyd una grafica de superficie de respuesta
(Figura 4.4) a partir de la Ecuacion 4.2. En ella se observa méas detalladamente el efecto de las
variables independientes temperatura (T) y presion de descompresion (P) sobre la actividad

antioxidante.
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Figura 4.4. Superficie de respuesta de rendimiento de actividad antioxidante (Y antiox) COMO una
funcion de la temperatura (T, °C) y presion (P, bar).

En la Figura 4.4 se observa que a medida que aumenta la temperatura se tiene menor actividad
antioxidante. De igual forma, se obtiene una mayor actividad antioxidante a una menor presion.
Como se menciond anteriormente existe un efecto significativo de la presion y la temperatura
sobre la actividad antioxidante. A una presion de 130 bar y temperatura de 21 °C se obtiene cerca
de 2,01 mmol Teac/g aceite, y a 49 °C se obtiene cerca de 1,10 mmol Teac/ g aceite. Mientras
que a 21 °C y una presion de 60 bar se obtiene cerca de 2,31 mmol Teac/qg aceite, y para 130 bar
se obtiene 2,01 mmol Teac/g aceite. Esto nos indica que a pesar que ambas variables son

significativas en la actividad antioxidante, el efecto de la temperatura sobre la actividad
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antioxidante es mucho mayor, puesto que presenta una pendiente mucho mas inclinada que la

presion y con ello el cambio es més notorio entre distintas temperaturas.

De acuerdo al modelo estadistico y la grafica de superficie de respuesta se encontré la mejor
condicion en donde se obtiene la mayor capacidad antioxidante. Para la variable independiente
temperatura de descompresion (T), ésta fue de 21 °C mientras que para la variable independiente
presion de descompresion (P) fue de 60 bar. Segun el modelo a estas condiciones de
descompresion (60 bar y 21 °C) la actividad antioxidante es de 2,31 mmol Teac/g aceite.

Como se observo en el rendimiento de extraccion, a mayores presiones de descompresion mayor
es la ruptura celular y con ello mayor rendimiento de extraccion de aceite esencial. El efecto
negativo que adquiere la presion de descompresion en la actividad antioxidante, se debe a que a
mayores presiones de descompresion aumenta la ruptura celular y con ello la liberacion de mas
compuestos desde la glandula tricoma, la cual contiene diferentes compuestos quimicos, entre
ellos terpenos, presentes en aceites esenciales y resinas, carbohidratos u otras sustancias (Delbon
et al., 2012). Estos compuestos no presentan actividad antioxidante por lo tanto al extraer estos
compuestos, disminuyen la actividad antioxidante del aceite esencial, al interferir en las

mediciones.

Es sabido gue la alta temperatura tiene un efecto perjudicial sobre la calidad del extracto debido a
las posibles reacciones de degradacion térmica. Es por ello que es mejor extraer aceite esencial
mediante SC-CO; que con hidrodestilacion, ya que con SC-CO; la extraccion de compuestos
volatiles se torna mas eficiente a baja temperatura (Ghasemi et al., 2007). A presidn constante, a
medida que aumenta la temperatura de descompresion disminuye la solubilidad y con ello el
poder disolvente del dioxido de carbono (Thai Danh et al., 2009). Por esta razén la mejor
actividad antioxidante se observd a baja temperatura de descompresion, donde el dioxido de

carbono solubiliz6 de mejor manera los compuestos antioxidantes del aceite esencial.

Para hierbas de la familia Asteraceae se ha encontrado que para la Artemisia herba halba
presentd una actividad antioxidante de 11,60 mmol Teac/g aceite, Juniperus oxycedrus 10,70
mmol Teac/g aceite y Ruta montana 9,41 mmol Teac/g aceite (Djeridane et al., 2006). Estos

valores son superiores a lo obtenido en la Leptocarpha rivularis con un 2,31 mmol Teac/g aceite.
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4.6 Comparacion de la capacidad antioxidante de los extractos extraidos por fluidos
supercriticos e hidrodestilacion.

Se analizé la capacidad antioxidante de los extractos de Leptocarpha rivularis obtenidos por
hidrodestilacién y los extractos obtenidos por extraccion supercritica. Estos ultimos extractos se
analizaron a la mejor condicién de descompresion de extraccion que fue a 130 bar y 21 °C. Los
resultados de la capacidad antioxidante obtenidos por 2 metodologias (DPPH y B-Caroteno) y el

contenido de fenoles totales se muestran en la Tabla 4.4

Tabla 4.4. Comparacion de la capacidad antioxidante entre extraccion supercritica en la
condicidn ideal (130 bar, 21° C) e hidrodestilacion (100° C).

Metodologia Extraccion Supercritica Hidrodestilacion.
DPPH (mmol Teac/g aceite) 1,85+ 0,03 0,46 £0,01
B-Caroteno (1Csp) 8,70 mg/mL 10,10 mg/mL
Fenoles totales (mg GAE/g muestra) 11,16 £ 0,88 19,59 + 1,48

Se obtuvo que en la extraccion supercritica fue mayor la capacidad antioxidante de los extractos
que los mismos extraidos por hidrodestilacion. En la metodologia de trolox equivalente o DPPH
se obtuvo 1,85 + 0,03 mmol Teac/g aceite, mientras que para hidrodestilacion se obtuvo 0,46 +
0,01 mmol Teac/g aceite. Mas del triple de capacidad antioxidante se obtiene mediante extraccion
supercritica. Se realizd un analisis estadistico t-student (Anexo E, Tabla E-1). Se encontr6 que el
valor de t-student experimental (76,13) es muy superior al valor teoérico (2,13), por lo tanto nos
indica que existe una diferencia significativa entre las dos metodologias. Esta gran diferencia es
causada principalmente porque en la hidrodestilacion se ocupa calor, y esto afecta la
termolabilidad de los compuestos antioxidantes presentes en el aceite esencial. Al contrario, la
temperatura de descompresion (21 °C) y la temperatura de extraccidn supercritica (40 °C) fueron
bajas, por lo tanto no hubo dafio térmico junto a demas que a bajas temperaturas la densidad del
fluido se ve aumentada y en consecuencia su solubilidad también, extrayendo mayor cantidad de
compuestos antioxidantes (Thai Danh et al., 2009). Igualmente Krishnaianh et al. (2011)

encontraron que en extractos por hidrodestilacion de Uncaria tormentosa la capacidad
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antioxidante fue de 0,34 mmol Teac/g aceite, valor cercano a lo obtenido en la Leptocarpha

rivularis.

La metodologia de blanqueamiento de B-caroteno emplea un emulsificador lipidico, por lo tanto
este método es especial para investigaciones de antioxidantes lipofilicos (Kulisic et al., 2004),
como los aceites esenciales de Leptocarpha rivularis. Los resultados para la determinacién de la
capacidad antioxidante utilizando la metodologia de blanqueamiento de B-caroteno se expresan
en base al porcentaje de inhibicion I1Cso. Este valor nos indica la concentracion necesaria (g/L o
mg/mL) para inhibir el 50% de B-caroteno y asi evitar su oxidacion. En la extraccion supercritica
se necesitan 8,70 mg/mL de concentracion para inhibir el 50% de B-caroteno mientras que en la
extraccion con hidrodestilacion se necesita de 10,10 mg/mL. Sin dudas la extraccion supercritica
mantiene los compuestos antioxidantes mas intactos que por la extraccién con hidrodestilacion,
de ahi que su capacidad antioxidante sea mas alta. Ademas los antioxidantes polares extraidos por
hidrodestilacion quedan en la fase acuosa de la emulsion, y por lo tanto son menos eficaces en la

proteccion del acido linoleico (Kulisic et al., 2004).

Se comparo la capacidad antioxidante por la metodologia de blanqueamiento de B-caroteno con
la capacidad de un antioxidante sintético, como el BHT. Este presenta un 1Cso de 3,8 mg/mL. Es
sumamente mejor la capacidad antioxidante de un antioxidante sintético que uno natural. Kulisic
et al. (2004) encontraron igualmente que el BHT fue mucho mejor que un antioxidante natural,
éste presento un ICso de < 0,1 mg/mL mientras que el aceite esencial de orégano presento un ICsp
de 0,5 mg/mL.

En hierba de la misma familia Asteraceae, se ha encontrado que la Bidens pilosa presentd un 1Cs
de 61 mg/mL (Krishnaianh et al., 2011). La capacidad antioxidante de la Leptocarpha rivularis

es menor a hierbas de otras familias, pero es similar a hierbas de la misma familia Asteraceae.

Para el rendimiento de extraccion de polifenoles se observa que se extrae mayor cantidad de
polifenoles mediante la hidrodestilacion en vez de la extraccion con SC-CO,. En la
hidrodestilacidn se extrae 19,59 mg GAE/g muestra, mientras que para extraccion supercritica se
extrae 11,16 mg GAE/g muestra. Se realizd un anélisis estadistico de t-student para establecer si
existen diferencias en ambas metodologias (Anexo E, Tabla E-2). El valor t experimental fue de

8,48, este valor es superior al t tedrico el cual es de 2,13. Esto nos indica que si existe diferencia
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entre las dos metodologias. La razon de esta diferencia es que en la hidrodestilacion se ocupa
agua, y los compuestos fendlicos son solubles en ella (Hinneburg et al., 2006). De igual forma en
los fluidos supercriticos la presion de descompresion tuvo un efecto significativo en la
selectividad de la extraccién, sobre los 100 bar se solubilizan tanto compuestos fendlicos como
no fendlicos, los cuales disminuyen e interfieren en la medicion del contenido de polifenoles
totales (Herrero et al., 2010). Por lo tanto se puede decir que la hidrodestilacion es mas selectiva

a la hora de extraer compuestos fenolicos que la extraccion con fluidos supercriticos.

Los rendimientos de extraccion de polifenoles por hidrodestilacion de la Leptocarpha rivularis
son cercanos a encontrados en otras hierbas de la misma familia Asteraceae. Es asi como a la
Achillea campestris, se encontrd un contenido de polifenoles de 53,84 mg GAE/g muestra
(Boulanouar et al., 2013) y Matricaria chamomilla 3,7 mg GAE/g muestra (Roby et al., 2013).

Si comparamos los rendimientos de extraccion de polifenoles por hidrodestilacién con otras
hierbas de otras familias, utilizando la misma metodologia, nos encontramos con que la
Leptocarpha rivularis, y en general la familia Asteraceae, presentan muy pocos polifenoles. Se
ha encontrado que la Albahaca (Ocinum basilicum) presenta 147 mg GAE/g muestra y el Laurel
(Laurum nobilis) presenta 92 mg CAE/g muestra (Hinneburg et al., 2006). De igual forma
Viuda-Martos et al. (2011) analizé la concentracion de polifenoles de aceites esenciales de otras
especies encontrando que para la Thymus vulgaris se encontré una concentracion de 913,17 mg
GAE/g muestra, Nigella sativa 726,67 mg GAE/g muestra, Lavandula officinalis 140,33 mg
GAE/g muestra, Petroselinum crispum 370,32 mg GAE/g muestra, Foeniculum vulgare 146,51
mg GAE/g muestra.

Como es sabido los compuestos fendlicos presentes en plantas constituyen una clase especial de
sustancia bioactiva, ya que presentan capacidad antioxidante (Fornari et al., 2012). Debido a que
los antioxidantes actGan por la donacion de atomos de hidrogeno a los radicales lipidicos y los
radicales obtenidos a partir de fenoles son especies estables que detienen la cadena de oxidacion
(Bondet et al., 1997). Pero a pesar que se ha sefialado que los polifenoles presentan principios
activos que pueden actuar como antioxidante (Amadio et al., 2011), se ha encontrado que no

existe ninguna relacion entre el contenido de fenoles totales y la capacidad de neutralizar el
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DPPH (Hinneburg, 2006). Por ello no se puede relacionar el contenido de polifenoles totales y la
capacidad antioxidante, ya que esta Ultima depende de la concentracién de los distintos

componentes presentes en el extracto.

Hay un indicio de que las hierbas de la familia Asteraceae exhiben capacidades antioxidantes
débiles. Los principales compuestos que dan propiedades antioxidantes a los aceites esenciales
son del tipo fendlico. Niemeyer (2009) estudi6 la composicion quimica de distintas hierbas de la
familia Asteraceae utilizando cromatografia de gases, encontrando escasa presencia de
compuestos fendlicos en la mayoria de las hierbas. En Leptocarpha rivularis encontré solo

monoterpenos Yy sesquiterpenos, compuestos caracteristicos de un aceite esencial.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES.

La rapida descompresion con COg, es un pretratamiento eficaz para la ruptura de tricomas
glandulares. Mediante la utilizacion de microscopia dptica se pudo apreciar la ruptura de
tricomas después de realizado la répida descompresion. Esta ruptura aument6 el
rendimiento de extraccién de aceite esencial. Sin rapida descompresién se obtuvo un
rendimiento de 17,78 g/kg SS, mientras que con rapida descompresién se obtuvo un
rendimiento de 49,17 g/kg SS.

Las mejores condiciones de presion y temperatura de descompresion donde se obtuvo la
mayor extraccion de aceite esencial fue a 130 bar y 21 °C. A estas condiciones se obtuvo
49,17 + 0,68 g/kg SS de aceite esencial. El rendimiento de extraccion se vio afectado solo
por la variable presion de descompresion (P), donde a mayor presion de descompresion

mayor es el rendimiento de extraccion de aceite esencial.

La mejor condicidn de presion y temperatura de descompresion donde se obtuvo la mayor
capacidad antioxidante fue a 60 bar y 21 °C. A estas condiciones se obtuvo 1,85 + 0,03
mmol Teac/g aceite. La capacidad antioxidante se vié afectada tanto por la variable
independiente presion de descompresion (P) como la temperatura de descompresion (T),
donde a una mayor temperatura de descompresion habia menor actividad antioxidante, y

en igual forma a una mayor presion se tendra menor actividad antioxidante.

En términos generales la Leptocarpha rivularis presenta una mayor cantidad de aceite
esencial que otras hierbas como el orégano o el laurel, pero este con una menor capacidad

antioxidante, causado por la poca presencia de compuestos fenolicos.
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ANEXQOS
ANEXO A. Caracterizacion de sustrato.

Tabla A-1. Determinacion de la humedad inicial a la muestra de Leptocarpha rivularis.

Peso Muestra Muestra + Muestra Humedad
placa (g) (9) placa (g) seca (q) (% b.h))
28,0491 1,0043 28,9608 0,9117 9,22
27,7964 1,0001 28,7031 0,9067 9,34
28,0597 1,0020 28,9698 0,9101 9,17

Promedio 9,2%+0,1

Tabla A-2. Determinacion del tamafio de particula a la muestra inicial de Leptocarpha rivularis.

Tamiz Abertura Peso Peso Retenido

(N©) (mm) inicial ~ final (g) (9)
(9)

Fondo 0,0 489,1 495,8 6,7
25 0,7 615,6 616,1 0,5
20 0,9 596,2 600,0 3,8
18 1,0 440,2 446,0 5,8
14 1,4 435,7 442,3 6,6
8 2,4 491,8 494,6 2,8
6 3,4 509,3 511,9 2,6

Total 28,8

Tabla A-3. Determinacion de la cantidad de aceite esencial de la muestra de Leptocarpha
rivularis mediante hidrodestilacion.

Extraccion Peso matraz de Peso matraz + Extracto () Rendimiento (g/kg
5mL (g) muestra () SS)
1 7,9067 7,9310 0,0243 1,33
2 7,5900 7,6124 0,0224 1,23
Rendimiento total 1,28 + 0,07
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Figura A-1. Distribucion del tamafio particula obtenido del tamizado de la muestra de

ANEXO B. Analisis estadisticos.

Tabla B-1. Anélisis de varianza para el rendimiento de extraccion de aceite.

Leptocarpha rivularis.

Factor CSuL;rS?a(cjlgs Iﬁ)rear(:gz Varianza Valor Fex, Prob >F
X1 28,85 1 28,85 4,62 0,0842
X2 454,47 1 454,47 72,84 0,0004
X4 6,33 1 6,33 1,01 0,3600
X 66,45 1 66,45 10,65 0,0224

X1Xs 0,11 1 0,11 0,018 0,8973

Donde: X; = (T—-35)/10; X, = (P-95)/25;
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Tabla B-2. Andlisis de varianza para la actividad antioxidante.

Suma de Grados

Factor Cuadrados  libertad Varianza Valor Fep Prob>F
Xy 0,83 1 0,83 334,85  <0,0001
X; 0,092 1 0,092 37,18 0,0017
X4 5,56x10 1 5,56x107 2,66 0,1639
X5? 0,019 1 0,019 7,66 0,0395

XX, 1,046x10™ 1 1,046x10* 0,042 0,8450

Donde: X; = (T-35)/10; X, = (P-95)/25;
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ANEXO C. Curvas de calibracion.

Tabla C-1. Datos curva de calibracion para la determinacion de la capacidad antioxidante
utilizando la metodologia de Trolox equivalente en aceite esencial de Leptocarpha rivularis.

Etanol Trolox DPPH

: Trolox (mmol/L)
Tubo Absorbancia Abs 0 - Abs Trolox
(m) (u) (u) (o
1 3,2 0 800 1,129 0,000 0 0,000
2 3,18 20 800 0,921 0,208 5 0,005
3 3,16 40 800 0,695 0,434 10 0,010
4 3,14 60 800 0,505 0,624 15 0,015
5 3,12 80 800 0,345 0,784 20 0,020
6 3,1 100 800 0,191 0,938 25 0,025
0,030 ~
0,025
4 0,020
=
E
£ 0,015
3
o
= 0,010
0,005
0,000 . T T . .
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
Absorbancia 0- Abs

Figura C-1. Curva de calibracién para trolox equivalente.
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Tabla C-2. Datos curva de calibracion para la determinacion de polifenoles totales en muestra de
aceite esencial de Leptocarpha rivularis.

GAE (mL) H,O(mL)  Folin (mL) N?ri]cl:_()% Absorbancia GAE (mg)
0,0 8,5 0,5 1 0,000 0
0,05 8,5 0,5 1 0,240 0,025
0,1 8,4 0,5 1 0,447 0,050
0,2 8,3 0,5 1 0,593 0,100
0,3 8,2 0,5 1 0,611 0,150

0,16
0,14
0,12
=
£ 010
3
‘ 0,08
U
8 006
(&S]
<
0,04
0,02
0,00
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700
Absorbancia

Figura C-2. Curva de calibracion para polifenoles totales.
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ANEXO D. Extraccién de aceite esencial.

Tabla D-1. Rendimiento de extraccion para dos muestras sin rapida descomprension con CO,.

N° Peso Inicial Agotado Humedad Agotado Rendimiento
Replica Inicial Base (9) (b.h) Base de
(9) seca seca (g)  extraccion
(9) (9/kg SS)
1 5,0081 4,5474 4,7657 0,0625 4,4681 17,44
2 5,0006 4,5405 4,7429 0,0600 4,4582 18,13

Rendimiento total 17,78 + 0,49

Tabla D-2. Rendimiento de extraccion para la validacion, a las mejores condiciones predichas
por el modelo cuadratico (130 bar y 21 °C).

N° Peso  Inicial Agotado Humedad Agotado Rendimiento
Replica  Inicial Base (0) (b.h) Base de
(9) seca seca (g)  extraccion
(9) (9/kg SS)
1 10,0302 19,1074  9,5505 0,0936 8,6561 49,5526
2 10,0158 19,0943 19,5411 0,0935 8,6490 48,9714
3 10,0072 19,0865 19,5485 0,0958 8,6335 49,8551
4 10,0189 19,0972 9,5683 0,0952 8,6576 48,3160

Rendimiento total 49,17 + 0,68

ANEXO E. Calculo de t-student.

tresrico(gl:4;0:0,05) = 2,132

Ky

2 2
\/(n—l)s1 +(m-1)s, y /£+l
n+m-2 n m
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Tabla E-1. Datos para el calculo del valor t experimental para la metodologia trolox equivalente.

Factor estadistico Valor
X 1,85
y 0,46
s, 0,03
s, 0,01
n 3
m 3
1,85-0,46

=76,13

te
o \/(3—1)0,03%(3—1)0,012 1 1

X
3+3-2 3 3

Tabla E-2. Datos para el calculo del valor t experimental para la determinacion de polifenoles

totales.

Factor estadistico Valor
X 11,16
y 19,59
s, 0,88
S, 1,48
n 3
m 3

11,16 -19,59

=8,48

te
" \/(3—1)0,882+(3—1)1,482 1 1

X
3+3-2 3 3
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