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RESUMEN

Bixa orellana L., conocida cominmente como achiote, es una planta originaria de las zonas
tropicales, sus semillas poseen los compuestos de mayor actividad antioxidante de la vitamina
E, por lo que se ha incrementado el interés por su estudio. La presente investigacion tuvo
como objetivo la recuperacion de extractos de dichas semillas utilizando tecnologia de
extraccion supercritica. Los extractos se analizaron respecto a su capacidad antioxidante a
través del método DPPH y respecto al contenido de tocotrienoles presentes en ellos mediante
CG-MS. El mayor rendimiento de extraccion SC fue 3.44% correspondiente a las condiciones
de 47.5 °C, 100 Bar y 20 L/min, la actividad antioxidante de 357.19 uM ET/g ext. y 185.95 uM
EBHT/g extr., mientras que el mayor rendimiento en relacién al contenido de 8-T3y Y-T3 en
extractos se evidencio a condiciones de 47.5°C, 100 Bar y 50 L/min de CO, que correspondio
al 10.73% y 0.8% respectivamente, demostrando la efectividad del uso de diéxido de carbono
supercritico en la recuperacién de extractos libres de solvente a partir de las semillas de

achiote de eficiente capacidad antioxidante.

Palabras clave: Bixa orellana L., diéxido de carbono supercritico, capacidad antioxidante,

semillas de achiote, extraccion supercritica.



ABSTRACT

Bixa orellana L., commonly known as achiote, is a plant native of tropical areas, its seeds
possess the compounds with the highest antioxidant activity of vitamin E, which has increased
interest in its study. The objective of the present investigation was to recover pure extracts of
these seeds using supercritical fluid technology. The extracts were analyzed for their
antioxidant capacity using the DPPH method and the content of tocotrienols present in them
by GC-MS. The greatest SC-extraction yield was 3.44% corresponding to the conditions of
47.5 °C, 100 Bar and 20 L/min and the antioxidant activity 357.19 yMET/g ext and 185.95 uM
EBHT/g ext. While the greatest yield in relation to the contents of 8-T3 and Y-T3 in extracts
was evidenced to conditions of 47.5 °C, 100 Bar and 50 L/min of CO, corresponding to 10.73%
and 0.8% respectively. There by it proved the effectiveness of using supercritical carbon
dioxide in the recovery of solvent-free extracts from achiote seeds with an efficient antioxidant

capacity.

Key words: Bixa orellana L., supercritical carbon dioxide, antioxidant capacity, annatto seeds,

supercritical extraction.



INTRODUCCION

El achiote es un arbusto de aproximadamente 2 a 5 metros de altura, se desarrolla en zonas
tropicales de varios paises, sus semillas han sido utilizadas tradicionalmente como colorante
y condimento; actualmente cumplen un papel importante dentro de la produccién de
alimentos, bebidas y tejidos, cosméticos, pinturas, medicamentos, y balanceados para ave de
corral. Conforma uno de los cultivos mas importantes dentro del Ecuador; siendo la provincia
de Manabi la de mayor produccion de achiote en el pais, cuyo 80% se destina a la exportacion,
ademas su uso como tintura forma parte de la cultura de varias denominaciones indigenas

como son los Tséchilas, los Coféan, los Cobayas y los Cayapas.

Las fracciones lipidicas de las semillas de achiote carecen de tocoferoles y constituyen una
gran fuente de tocotrienoles, especificamente &-tocotrienol y y-tocotrienol, compuestos de
mayor actividad de la vitamina E que poseen propiedades antioxidantes, disminuyen el
colesterol, los triglicéridos y han demostrado tener efectos anticancerigenos vy
radioprotectores efectivos.

Los extractos de achiote pueden usarse en la prevencién de la peroxidacion lipidica,
proteccion de alimentos, ademas como base de excipientes y medicamentos contra el dafio
oxidativo. Existen tres métodos principales que se aplican en la extraccion del pigmento de
las semillas de achiote: extraccién con aceite vegetal, solucion alcalina y extraccion con

solventes organicos.

La demanda de consumo de productos que brinden beneficios para la salud crece
continuamente, esto ha incentivado a que tanto empresas como investigadores estudien
nuevas fuentes de compuestos bioactivos, en reemplazo de los sintéticos, usados
comunmente. Sin embargo el procesamiento de las matrices naturales mediante métodos
tradicionales de extraccion generalmente presenta varias limitantes, como el requerimiento de
grandes volumenes de solventes y largos tiempos de contacto, asi como etapas de

procesamiento posterior para la separacion y purificacion de los extractos obtenidos.

Mediante la presente investigacién, se buscd optimizar los principales parametros de
extraccion supercritica con didxido de carbono para obtener extractos a partir de las semillas
de achiote (Bixa orellana L.), analizando la actividad antioxidante de dichos extractos y

cuantificando sus compuestos tocotrienoles.

El capitulo 1 aborda el marco tedrico de la investigacion, éste proporciona informacion

respecto a Bixa orellana L. y los compuestos tocotrienoles encontrados en sus semillas.
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Ademas se nombran algunos métodos de extraccion, destacando la aplicacion de fluidos
supercriticos. En el capitulo 2 se muestran los objetivos de la investigacion, y dentro del
capitulo 3 se encuentran los materiales y métodos utilizados en la experimentacion, haciendo
énfasis en los parametros de operacion. Finalmente en el capitulo 4 se exhiben los resultados
de la investigacion y su discusion respecto a rendimiento, capacidad antioxidante y contenido
de tocotrienoles bajo las condiciones de extraccion supercritica empleadas.

Para la obtencion y aprovechamiento de las semillas de achiote como recurso natural se
propuso emplear la tecnologia de extraccién supercritica con diéxido de carbono como una
alternativa viable, econdmicamente sustentable, segura y amigable con el ambiente. A través
de este proceso se obtuvieron extractos ricos en tocotrienoles de alta calidad, libres de
compuestos toxicos, con eficiente capacidad antioxidante y un mayor rendimiento de

extraccion respecto al de extracciones clasicas.

Durante la investigacion se estudiaron los principales parametros de extraccién supercritica
con diéxido de carbono: presién, temperatura y flujo; estos fueron analizados respecto a su
capacidad antioxidante mediante el método DPPH y composicidn de tocotrienoles a través de

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

La investigacion permitio desarrollar experticia en la aplicacién de una tecnologia nueva y
segura, siendo beneficioso el uso de didxido de carbono dentro de las extracciones, por ser
un solvente de alta pureza, bajo costo, inodoro, no flamable, ni téxico, que garantizd
condiciones de operacion faciles de alcanzar, previniendo la posible degradacién de
compuestos termolabiles. Pese a que la inversion para la instalacion del equipo de ESC es
alta, esta puede ser compensada por los resultados que se obtienen en cuanto a rendimientos
de extracciones en cortos tiempos, selectividad de compuestos y las aplicaciones en la

industria de alimentos y farmacéutica.



CAPITULO 1.
MARCO TEORICO



1.1. Generalidades de Bixa orellana L.

1.1.1. Achiote (Bixa orellanaL.)

Bixa orellana L., achiote, annatto, bija o uruct es la planta mas significativa de la familia
Bixacea, es un arbusto que pertenece originalmente a la América Tropical, puede encontrarse
en varias partes del mundo, preferentemente en paises como, Perl, Ecuador, Colombia,
Republica Dominicana, Bolivia, Brasil y Jamaica. Esta especie posee una altura que varia
entre los 2 a 5 metros, presenta hojas simples, floracion escalonada de una coloraciéon que
varia entre el blanco y rosa; sus frutos (Figura 1) se presentan como cépsulas fototrdpicas,
protegidas por varias espinas que pueden ser marrones, rojas o purpuras, estas pueden
abrirse y en su interior se encuentran las semillas que presentan una coloracién rojiza o

naranja.’™

"/’, s

S v
Figura 1. Fruto y semillas de Achiote (Bixa orellana L.)
Fuente: Maui, Hawaii.

1.1.2. Historiay trascendencia del achiote.

El origen de Bixa orellana L. corresponde a la América tropical y se remonta a épocas
precolombinas, extendiéndose desde Brasil hasta México. A lo largo de la historia varios
grupos indigenas han usado los pigmentos de las semillas de este arbusto como un recurso
ornamental, religioso o de guerra, el que posee acciones repelentes, cicatrizantes y ofrece
proteccion contra la radiacion solar, siendo en Norteamérica uno de los grupos mas notorios
los Pieles Rojas, mientras que en Sudamérica el uso de estos pigmentos se ha evidenciado

en indigenas de la Amazonia.'®

La distribucion del achiote ocurrio por varios factores, entre ellos, el intercambio sus semillas
entre las poblaciones de zonas tropicales y de zonas templadas que hacian uso de sus

propiedades colorantes y medicinales. Por otro lado, los colonizadores espafioles dieron uso



a la planta como condimento, contribuyendo con la distribucion de esta especie a través del
continente Americano y simultdneamente al Europeo, llegando su conocimiento inclusive al

Sureste de Asia, a paises como Filipinas y Vietnam.*’

Durante el precolombino el achiote se us6 como alimento, cosmético y tintura para tejidos,
dentro de grupos indigenas como los aztecas se destac6 como alimento, mientras que en
Sudamérica los indigenas lo usaron para colorear su cuerpo. En Europa fue un producto de
gran importancia en la coloracién del chocolate hasta el siglo XVI1.57

La aparicion de colorantes artificiales ocasiond que la demanda de achiote disminuyera a
partir de 1984, no obstante, la prohibicién de colorantes sintéticos en algunos paises, ha
conseguido que este pigmento y otros naturales puedan reposicionarse en el mercado
principalmente en la industria alimenticia y cosmética.2 Ademas, CATIE® citando a Barreto®,
menciona que la Organizacién Mundial de la Salud ha reconocido que los pigmentos de
achiote no presentan ningun nivel de toxicidad, siendo seguro su consumo tanto para la

alimentacién animal, como para la humana.

1.1.3. Situacién a nivel mundial.

En varios paises el achiote se emplea como colorante y condimento en la preparacion de
alimentos, estos incluyen a Costa Rica, Peru, Bolivia y en Ecuador, en donde ademas forma
parte de la identidad de varios grupos indigenas como los Cofan, los Cobayas y los Cayapas
que lo usan como pigmento en su piel, mientras que los indigenas Tséachilas lo usan para

tefiirse el cabello.!?

Las semillas, corteza, raices y hojas secas de Bixa orellana L. suelen usarse con fines
terapéuticos. Se ha despertado especial interés por sus semillas, pues cuando se pulverizan,
pueden aprovecharse como remedio natural sobre quemaduras para evitar cicatrices, sobre
contusiones como desinflamatorio y ademas sobre afecciones de la piel; varias poblaciones
de Latinoamérica, Espafia, Asia, India y Nativos Americanos las usan como colorante y
especia alimentaria en variedad de productos; también suelen usarse frecuentemente como

colorantes de cosméticos y textiles.**>*3

1.1.4. Situacién en Ecuador.

La provincia que aporta con la mayor produccion de achiote en Ecuador es Manabi, el 80%
de esta se destina a la exportacion, la que desde el 2011 ha experimentado un incremento a

paises como Estados Unidos, Puerto Rico, Japén, Espafia y Francia.*4



Durante el 2013, el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuaculturay Pesca (MAGAP) apoy6
a diferentes zonas de Manabi en busca de fortalecer la produccién de achiote, motivando a
los productores a aplicar criterios de calidad para el cultivo, incluyendo podas, manejo
integrado de plagas y fertilizacién agricola.*®

Ya que el achiote conforma uno de los cultivos mas importantes del pais, durante el 2014 el
Ministerio del Ambiente, la Agencia de Desarrollo Empresarial del Sur (ADES) y la Corporacion
Naturaleza y Cultura (NCI) firmaron un convenio, con el objeto de implementar el cultivo de
achiote en la cuenca del rio Jambué en la Provincia de Zamora Chinchipe, como una opcion
viable para la recuperacion de ecosistemas degradados, promocion del emprendimiento
sostenible y conservacién de patrimonio natural. En el proyecto se incluyeron 10 productores
que realizaron sembrios en comunidades de Santa Cecilia, La Pituka, Numbami y Romerillos
Bajo; complementario a esto se encuentran las innovativas investigaciones que la Universidad
Técnica Particular de Loja se encuentra ejecutando actualmente, siendo una de estas la

presente.61’

1.1.5. Vitamina E y tocoles.

La vitamina E se conforma de compuestos llamados tococromanoles o tocoles, estos
engloban a tocoferoles (T1) y tocotrienoles (T3), cuya diferencia radica en la terminacion de
su estructura, pues los tocoferoles poseen una cola phytyl saturada, mientras los tocotrienoles
se caracterizan por su cola farnesil insaturada con 3 triples enlaces, que tiene una longitud de
un tercio de la primera. Los compuestos tocoles se presentan dispuestos en sus formas a-,
B-, y-, -y las letras griegas denotan el nivel de sustituciones metilicas que posee la estructura
(Figura 2).18.19



a. Tocoferol

HiC H  HiC H

Posicion del grupo metilo Tocoferoles Tocotrienoles
5,7,8- Trimetil a-T a-T3
5,8- Dimetil B-T B-T3
7,8- Dimetil y-T y-T3
8- Monometil o-T 0-T3

Figura 2. Estructuras quimicas de la vitamina E. a. Tocoferoles; b. Tocotrienoles
Fuente: Tan, Watson, & Preedy.?°
Elaboracién: La autora

La cantidad de compuestos recuperados de determinado producto dependeran de la planta

gue se esté estudiando y del método que se emplee para su extraccion.?°

1.1.5.1. Tocotrienoles.

Dentro de la vitamina E destacan los compuestos tocotrienoles por sus variadas propiedades
(Tabla 1), entre las que destacan su poder reductor de colesterol y triglicéridos, propiedades
de las que carecen su analogos tocoferoles.* Ademas, Tan & Amherst llobrera ° citando a
Theriault, A., et al.?! y Watkins, T. et al.??, mencionan que estos compuestos, son capaces de
disminuir la apolipoproteina B y los niveles de lipoproteinas en el plasma, tienen gran aporte
en la lucha contra la enfermedad cardiovascular y el cancer; adicionalmente Tan & Amherst
llobrera®® hacen referencia a estudios realizados por Serbinova, E. et al.?® y Packer, L., et al.?4,
mencionando que las propiedades antioxidantes de tocotrienoles sobrepasan a las de
tocoferoles, debido a que la longitud de su cola farnesil les proporciona mayor movilidad en

las membranas celulares.

A su vez Saini & Keum? citando a Jiang?, manifiestan que sus capacidades antiinflamatorias

y antioxidantes superan a las de tocoferoles en la prevencion y tratamiento de importantes
9



enfermedades crénicas. Tan* afirma que la combinacién de y-T3 y 8T3 es la mas efectiva en
el tratamiento del sindrome metabdlico, pre-diabetes, enfermedad cardiovascular y cancer.

Debido a que se ha demostrado que a-tocoferol puede reducir el poder de accién de
tocotrienoles en el organismo, se prioriza encontrar matrices que contengan estos

compuestos en gran proporcion respecto a tocoferoles, o libres de ellos.*?’

Tabla 1. Usos aislados y efectos individuales de tocotrienoles
Compuesto Usos

« Abundante en arroz y palma.
o-tocotrienol * Poderoso antioxidante en comparacion a a-tocoferol.
« Bajo poder reductor de colesterol.
« Inhibe neurotoxicidad, sefalizacion celular, deposicion de la piel.

) « Poco abundante en plantas, presente en germen de trigo.
B-tocotrienol o+ No es un contribuidor biolégico significativo, de accion similar a a-T3

« Abundante en arroz, palma y achiote.
« Natriurético, inhibe el cancer, aterosclerosis, osteoporosis, colesterol e
hipertension.

y-tocotrienol

« Abundante en achiote
« Compuesto mas activo de los tocotrienoles
« Repara dafio nervioso, inhibe estimulos inflamatorios, colesterol y cancer

d-tocotrienol

Fuente: Tan & Amherst llobrera.®
Elaboraciéon: La autora

Existen varios aceites vegetales como fuente de tocotrienoles, entre los que destacan, el
aceite de salvado de arroz, el aceite de palma y el aceite de achiote (Figura 3), siendo este
altimo libre de T1 y el mayor poseedor de d-tocotrienol.*?’

100
STy

8‘ 70{ LC X FLUORESCENCE
i
- 75- =%
= § 40 Annatto Tocotrienols
S [

o 30
8 2 ¥4
Px) 20
,2 50 10
Ut 0 2 4 6 8 10
g Time (Min)
[=)]
3
5
& -
[] i
a b

aT3 yT1 oT1 yT3 oT3
Tocopherol Tocotrienol

Figura 3. Cuadro comparativo de porcentaje de Tocoles en aceite de arroz, palma y achiote
Fuente: Tan & Amherst llobrera.*®
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1.1.6. Quimica de las semillas de Bixa orellana L.

La composicién de las semillas del fruto de Bixa orellana L. es variada (Tabla 2), entre sus
principales compuestos se encuentra el apocarotenoide cis-bixina (CzsH3004) que conforma
su revestimiento externo, es soluble en una amplia gama de solventes polares y responsable
de aproximadamente 80% de los pigmentos existentes en ella; también se encuentra el
pigmento norbixina en menor proporcion, que es soluble en agua. Otros de sus compuestos

incluyen carotenoides y apocarotenoides.'2282°

Tabla 2. Composicién quimica de la semilla de Bixa orellana L.

Composicion quimica (%)

Humedad 8.00 — 13.00
Proteina 13-14.24
Celulosa 13.8

Fibra Cruda 18.48
Almidones 11.45
Carbonhidratos totales 39.91
Ceniza 4.50 - 7.97
Energia 54 kcal

Fuente: Enrique, Pineda, & Calder6n.?®

Los pigmentos de achiote contienen varios compuestos (Tabla 3), de estos, destacan la bixina
y orellina; sus extractos encuentran libres de tocoferoles y poseen tocotrienoles generalmente
en proporciones de 90% 0-T3 y 10% y-T3, cuyas estructuras quimicas se muestran en la
Figura 4; suelen presentarse ademas trazas de 3-T3, geranil geranioles, junto con compuestos
de materiales oleorresinosos exclusivos del extracto que se encuentran en menor

cantidad.*1930:31,

Tabla 3. Composicién del pigmento de Bixa orellana L.

Composicién por 100 g

Proteinas 12.3-13.2
Pectina 0.23
Carbohidratos 39.91-47.90
Ceniza 5.44 - 6.92
Taninos 0.33-0.91
Pentosanos 11.35-14.97
Carotenoides 1.21-2.30
B-carotenos 6.8—-11.30 mg

Fuente: Enrique, Pineda, & Calder6n.?®
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HO

y-Tocotrienol

&-Tocotrienol

Figura 4. Estructura quimica de tocotrienoles presentes en semillas de Bixa orellana

L: a. y-Tocotrienol; b. 8-Tocotrienol
Fuente: Tan et al.?°
Elaboracién: La autora

1.2. Métodos de extraccion de Tocoles.

Se denotan varios métodos para la extraccion de tocoles, algunas de sus ventajas y
desventajas se evidencian en la Tabla 4.
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de los métodos comunes usados en la extraccion de tocoles

Método de
extraccion

Ventajas

Desventajas

Extraccidn « Uso de solventes o mezclas de solventes « Largos tiempos de extraccion

con solventes

Extraccion e

asistida por

ultrasonido
(UAE)

Extraccion e
con
dispersién en
fase solida de
la matriz .
(MSPD)

Extraccion e
con fluidos
supercriticos

(SCFE) .

Extraccion e
liquida

presurizada
(PLE)

para recuperar compuestos de la matriz
natural.

Método mas simple de extraccion.
Extraccién con solventes y saponificacion
elimina impurezas y reduce interferencias en
los analisis cromatograficos.

con alto consumo

solventes.

de

Uso de ondas de ultrasonido para mejorar la « La eficiencia depende de la
clase de matriz de la planta.

« No existe reproductibilidad por
la falta de uniformidad de la
distribucion de la energia de

penetracion de los solventes en las células de
la matriz natural, intensificando Ila
transferencia de masa.

Técnica barata, simple, rapida y eficiente.
Bajas temperaturas permiten la extraccion de
compuestos termolabiles.

Usa un agente de dispersion adecuado que
se mezcla con la matriz natural, luego se
transfiere a una columna para la extraccién
con solventes.

Simultanea ruptura y extraccién de muestras
sélidas, semisdlidas y viscosas.

Facil elucion selectiva de un compuesto
individual.

Uso de un fluido en estado supercritico como
solvente que puede ser recuperado sin dafiar
el sustrato y extracto.

Selectividad y fraccionamiento respecto a
caracteristicas fisicotérmicas como,
densidad, viscosidad, difusividad y constante
dieléctrica del fluido supercritico (CO2) que
pueden ser variadas cambiando la presion y
temperatura

La alta difusividad del fluido supercritico
permite la répida transferencia de masa, que
aumenta la eficiencia.

El fluido cominmente usado es el COz, que
no es toxico, tampoco flamable, ni corrosivo
en presencia de agua, ademas es econémico
Muy conveniente para la extraccion de
compuestos termolabiles.

Se usa un conjunto de solventes que se
mezclan con la matriz natural y se someten a
una temperatura por encima de su punto de
ebullicion y una alta presion.

Reduce el uso de solventes organicos en la
extraccion.

Las altas temperaturas y presiones facilitan la
solubilidad y transferencia de masa

ultrasonido.

« Es necesario mantener a una

temperatura constante

el

recipiente de sonificacion por
la alta generacion de calor.

«Requiere de tiempo y arduo

trabajo.

« Alto costo del equipo y posible
obstruccion del sistema por
presencia de agua en las

muestras

«No es conveniente para los
compuestos termolabiles y que

se encuentren
concentraciones

en

bajas

Fuente: Saini & Keum.2>
Elaboracién: La autora
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1.2.1. Extraccién con fluidos supercriticos (ESC).

La extraccién con fluidos supercriticos se enfoca principalmente en obtener compuestos libres
de solventes contaminantes, a partir de matrices naturales. Para el éxito de las extracciones
se deben tener en cuenta pardmetros como, la solubilidad y ubicacion del compuesto de
interés en la matriz vegetal, la resistencia a la transferencia de masa por la estructura de la
materia prima, entre otras. Es imperativo ademas, el conocimiento de la termodindmica y
cinética del proceso, pues estas intervienen de manera directa en la solubilidad y transferencia

de masa del mismo, respectivamente.*?

La extraccién supercritica se realiza mediante dos procesos, el primero consiste en el arrastre
y la solubilidad de los componentes de interés por el fluido supercritico y el segundo
comprende la separacion de estos componentes del fluido; el proceso es favorecido por la
baja viscosidad y alta difusividad del fluido supercritico, por lo que puede ser aplicado
facilmente a matrices sdélidas, liquidas o viscosas. La separacion de los compuestos de interés
del fluido supercritico se logra por la modificacion de las propiedades termodinamicas de este,
como presién y temperatura, o mediante métodos de adsorcion o absorcién, ambos procesos
son econdémicos y de facil escalamiento a nivel industrial. Adicionalmente, si se realiza un
fraccionamiento, puede asegurarse la selectividad del proceso obteniendo extractos de alta
calidad libres de solventes.?1-32

Con el interés de obtener compuestos naturales libres de contaminantes por parte del sector
quimico, alimentario y farmacéutico, se ha favorecido a la extraccion supercritica como uno
de los métodos mas innovadores para obtener compuestos naturales. Se conoce que entre
los solventes supercriticos el mas utilizado es el diéxido de carbono, pues su temperatura y
presion critica no son extremas (31.3°C; 72.9 atm), es facil de encontrar, de manejo seguro,

y tiene un precio accesible.3-34

1.2.1.1. Fluido supercritico.
En un fluido supercritico (FSC) no se distinguen sus fases, sus condiciones de presién y
temperatura se encuentran sobre su punto critico (PC) (Figura 5) y bajo este estado exhibe
propiedades de gas y liquido simultdneamente, pudiendo adoptar la forma de su contenedor,

mientras mantiene la densidad de un liquido, a lo que se atribuye su poder disolvente 343
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Fluido
Supercritico

Liquido
Sélido

Presion

&

Temperatura Te

Figura 5. Diagrama de fases para un compuesto puro

Enla tabla 5 se muestran algunas propiedades criticas de distintos solventes en estado critico.

Tabla 5. Propiedades criticas de algunos solventes

Propiedades criticas

Parametro de

Sotvente Temperatura - Presion  Densidad solubilidad &rsc
(cal®5cm™9)
Eteno 10.1 50.5 0.200 5.8
Agua 101.1 217.6 0.322 135
Metanol -34.4 79.9 0.272 8.9
Di6xido de carbono 31.2 72.9 0.470 7.5
Etano 324 48.2 0.200 5.8
Oxido nitroso 36.7 71.7 0.460 7.2
Hexafluoruro de azufre 45.8 37.7 0.730 5.5
n-butano -139.9 36.0 0.221 5.2
n-pentano -76.5 33.3 0.237 5.1

Fuente: Herrero, Cifuentes, & Ibafiez.34

Las propiedades fisicoquimicas de los FSC les permiten poseer capacidades de transporte
superiores a las de los liquidos, por lo que cuando se usan como solvente de extraccion
pueden difundirse eficientemente a través de matrices solidas y asi favorecer mayores

rendimientos de extraccion.3*
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1.2.1.2. Procesamiento de soélidos.

Es muy comun estudiar la extraccion o separacién de uno o0 mas compuestos de una matriz
sélida. El proceso (Figura 6) inicia con la adecuacion del fluido, para prevenir cavitacién se
disminuye su temperatura, asegurando su estado liquido a su paso por la bomba, luego se
lleva el fluido a la temperatura de extraccion (sobre PC), a continuacioén pasa por el extractor,
gque se encuentra a la misma temperatura y contiene en su interior la materia prima de la que
serén extraidos los compuestos de interés. El FSC atraviesa la matriz sélida y extrae los
compuestos, luego a su salida pasa por una valvula de despresurizacion hacia un separador,
la baja presion permite que el FSC pase a estado gaseoso y que los extractos se separen de
este; para asegurar esta separacion se suele llevar al fluido sobre su temperatura de
saturacion a su fase gaseosa; el extracto se recolecta del separador, mientras el fluido

supercritico abandona el sistema como un gas, o puede recircularse .23

Para optimizar la extraccion de compuestos bioactivos durante el proceso y reducir sus costos,
se pueden implementar varios separadores. Adicionalmente si se los opera con diferentes
parametros de temperatura y presion, pueden fraccionarse los extractos y obtener diferentes
compuestos de cada separador, segun las diferencias de su solubilidad,3?33

Condensador
CO2

Valvula de reduccidon

00 de&esién /\/

Separador

— Vaporizador e
Extracto
Tanque de
Extractor CO2
@ (Y
Calentador Bomba )‘JEnfrlador

Figura 6. Diagrama de flujo de la extraccion supercritica de una matriz solida
Fuente: Martinez.3?
Elaboracion: La autora

Una de las ventajas de este método es la capacidad de modificar la densidad del FSC variando
parametros de temperatura y presion, que influyen directamente con su solubilidad; otros

parametros que influyen en la técnica se nombran en la Tabla 6.3334
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Tabla 6. Parametros del proceso de extraccion supercritica a partir de solidos

Materia Prima Condiciones de Operacién
Condiciones de extraccion Condiciones de separacion
¢ Presion e Presion
« Morfologia y tamafio e Temperatura e Temperatura
e Humedad e Tiempo
« Reacciones quimicas para * Flujo del solvente
liberar los compuestos del » Razdn de alimentacion de
extracto disolvente
¢ Destruccion celular _ _ _ _ _ _
e Peletizacion Ejecucion de extraccion Ejecucion de separacion
¢ Extraccion fraccionada ¢ Una sola fase
¢ Condiciones constantes e Separacion fraccionada

Fuente: Martinez.33

1.2.1.3. Procesamiento de matrices liquidas.
La extraccion supercritica de una matriz liquida generalmente se realiza mediante una
columna en contracorriente, similar a la destilacién (Figura 7) y su proceso ha demostrado ser

mas rentable que el realizado a matrices sélidas.*?

CO2

Extracto

Calentamiento

Alimentacion—

Calentamiento

CO:
desde pre-calentamiento

Refinado

Figura 7. Diagrama de flujo de la extraccidn supercritica en matriz liquida
Fuente: Martinez.33
Elaboracion: La autora
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En el proceso, la solucién liquida (matriz) ingresa a la columna por la parte superior o media,
mientras el solvente (FSC) se introduce por la parte inferior, los dos fluidos entran en contacto
mediante un material de empaque. La extraccién ocurre generalmente a presion constante y
la temperatura de la columna se ajusta para que permanezca constante o con un gradiente
establecido; el material mas denso abandona la columna por la parte inferior para ser
colectado, mientras que por la parte superior se recupera el solvente y extracto. Existen
pardmetros a tomar en cuenta para que el proceso se realice correctamente como, controlar
las densidades de los fluidos, de manera que la densidad de la matriz liquida sea siempre
mayor a la del FSC, por otro lado, los pardmetros de presién y temperatura deben ser
controlados, pues la solubilidad de los compuestos de interés dentro de la matriz liquida
dependen directamente de estos. Otro parAmetro a tomarse en cuenta es la razon de entrada
del liquido a la columna para prevenir una inundacion en esta. Este proceso resulta muy
beneficioso, pues cuenta con un reflujo de extracto, lo que favorece la selectividad en la

extraccion.3%33

1.2.1.4. Extraccién antisolvente.

La extraccion antisolvente ofrece una alternativa para separar compuestos solubilizados de
una mezcla liquida a través de un FSC en casos en los que no pueden usarse los métodos
anteriormente nombrados para separar los compuestos solubilizados de una matriz liquida,
cuando se corre el riesgo de que el sélido precipite en los empaques de la torre de extraccion
0 porque el tanque extractor no tolera un proceso que contenga mezclas liquidas. A través de
esta técnica, la matriz liquida y el CO; supercritico se alimentan simultdneamente hacia un
tanque extractor presurizado, aqui el componente liquido se disuelve en CO- mientras que el
componente precipita en forma de particula sélida, el liquido disuelto es recuperado en un
separador que opera a menor presion (Figura 8).3232 Para la efectividad de esta técnica de
separacion, como regla, debe cumplirse que el solvente sea soluble en CO, SC, mientras que

el compuesto de interés, disuelto en el solvente liquido, no sea soluble en CO, SC.

Para que el proceso se ejecute de manera eficiente, al igual que en otras técnicas de ESC los
conocimientos de termodindmica y transferencia de masa son claves en la prevencion de
agravantes al proceso, como la probabilidad de la aparicion de una mezcla ternaria liquido-
sélido-supercritico por la modificacién en la solubilidad de los sélidos en la matriz y se necesita
cuidar de varios parametros, como la presion y temperatura, que en este caso dirigen la

solubilidad de la mezcla liquida respecto al FSC.3233
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Bomba
Entrada de FSC——@ f\T)e( Entrada liquida

Bomba vv

Precipitacion
de compuestos
sdlidos

Salida de
CO2

Separador

Recuperacion de liquido

Figura 8. Esquema de la extracciéon supercritica antisolvente
Fuente: Martinez.33
Elaboracion: La autora

1.2.2. Extraccion supercritica de compuestos tocotrienoles de Bixa orellana L.

Entre las investigaciones respecto a los métodos de extraccion de tocotrienoles a partir de las
semillas de Bixa orellana L, destacan las de Albuquerque & Meireles®, quienes realizaron un
estudio y evaluacién comparativa entre el proceso de extraccion supercritica continua con
CO:. frente a una extraccion clasica realizada en un equipo Soxhlet (Tabla 7). El primero se
desarroll6 mediante dos tanques que simularon un estado continuo de operaciéon que se
desarrolld6 en cuatro periodos: presurizacion (2 min), extraccién estatica (4 min),
despresurizacion del sistema (20 min) y uno estatico de readecuacion del sistema (10 min),
todos estos realizados en 3 ciclos, con una relacién solvente a alimentacién (S/F) de 35.
Mientras que, para la extraccion soxhlet se usé (5.11+ 0.01) g de semillas de achiote y 180

mL de éter de petréleo durante un periodo de 6 horas.%®

Tabla 7. Tocotrienoles recuperados mediante extraccion soxhlet y extraccion con CO2 SC

L, R% Extraccién supercritica [T (K) — P (MPa)]
R % Extraccién

T3 soxhlet (9 tocoles/g ext.)

(g tocoles/g ext.) 313- 20 313- 31 313- 40 333-20 333- 31 333-40
a-T3 2.14 +£0.07 - - - . . .
v-T3 - 1.97 £ 0.04 157+0.05 1.63+0.07 16+02  1.79+0.06 1.68 £ 0.04
5-T3 13.10+ 0.05 14.6 £ 0.4 11.7+0.2 12.3+06 12+1 12.9+0.1 12.2+0.2

Fuente: Albuguerque & Meireles.3¢
Elaboracion: La autora
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Los mayores rendimientos de 8-T3 y Y-T3 en ESC se presentaron a 20 MPa y 313 K, que
superan a los obtenidos por el método tradicional (Tabla 7).3® Estos datos muestran una
tendencia similar a la del estudio de Puah, Choo, Ma, & Chuah®', que establece como éptimas
las condiciones a 22 MPay 313 K para obtener compuestos tocotrienoles del aceite de palma.
La presencia de a-T3 en extractos soxhlet reportada en este estudio no es congruente con
investigaciones realizadas a las semillas de Bixa orellana L., las que han demostrado que sus
componentes tocoles corresponden a 6-T3 y Y-T3, pudiendo presentarse ademas trazas de
B'T3-4’19’30'31

Otro estudio significativo fue el realizado por Moraes, Zabot, & Meireles®, en el que se analizé
un proceso semicontinuo de extraccion supercritica (Tabla 8) basandose en la investigacion
realizada por Albuquerque & Meireles®®, a una temperatura de 313 K, una presion de 20 MPa
y unarelacion (S/F) de 250g CO./g de semillas de achiote, por el que se obtuvo un rendimiento
maximo de extraccion de 3.05 g de extracto/100 g de semilla.

Tabla 8. Tocotrienoles recuperados mediante extraccion supercritica en modo semicontinuo

Rendimiento relativo de Rendimiento relativo de
Tiempo de primera extraccion segunda extraccion
extraccion (9/100 g extracto) (9/100 g extracto)
(min) . i Tocoles totales . i Tocoles totales
y-13 o-T3 recuperados y-13 o-13 recuperados
0-10 0.8+0.1 52+0.2 6.1 0.7+0.1 5.0£0.1 5.7
10-20 1.3+£0.1 7.8+0.1 9.0 1.2+0.1 7.8 £ 0.5 9.0
20-40 1.9+0.1 119+ 04 13.8 1.7+ 0.1 11.5+0.1 13.2
40-60 2.1+0.1 141 +£0.3 16.2 22 +0.2 15+2 17.6
60-120 3.0+ 04 247 £ 0.7 27.8 3.2+0.2 22+1 25.3
120-180 3304 25+3 27.8 3.7+0.2 25+1 28.9
180-240 3.1+£0.8 237 25.6 3.3+04 22+1 25.3
240-300 0.7+ 0.2 5+1 5.8 29+0.1 204 £ 0.5 23.3

Fuente: Moraes, Zabot, & Meireles.3!
Elaboraciéon: La autora

En la tabla 8 pueden observarse los rendimientos relativos de extraccién de tocotrienoles en
modo Batch respecto a la posible maxima cantidad de tocotrienoles extraibles 313 K, 20 MPa

y una relacion (S/F) de 250g CO./g de semillas de achiote.
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CAPITULO 2.
OBJETIVOS DEL PROYECTO



2.1. Objetivo general

Obtener extractos con compuestos tocotrienoles a partir de achiote (Bixa orellana L.) mediante

tecnologia de extraccién con CO; supercritico.

2.2. Objetivos Especificos

Extraer compuestos tocotrienoles a partir de achiote (Bixa orellana L.) mediante tecnologia de

extraccion con dioxido de carbono supercritico.

Cuantificar los compuestos tocotrienoles en extractos obtenidos de achiote (Bixa orellana L.).
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CAPITULO 3.
MATERIALES Y METODOS



3.1. Materiales

3.1.1. Semillas de Bixa orellana L.

Para la presente investigacion se utilizé como materia prima las semillas de Bixa orellana L.
recolectadas en la parroquia Los Encuentros (3°45'36.0"S 78°36'21.6"W) dentro del cantdn

Yantzaza en la provincia de Zamora Chinchipe perteneciente al Ecuador (Figura 9).

Ecuador

L,

[ Yantzaza
[C] Zamora Chinchipe

2

Figura 9. Mapa de la provincia de Zamora Chinchipe

Elaboracion: La autora
Los frutos de Bixa orellana L. fueron abiertos y llevados a la cadmara de secado de los
laboratorios del departamento de Ingenieria de procesos, donde permanecieron durante 3
dias (temperatura: 33°C a 35°C; humedad: 50% a 60%), las semillas recolectadas se
presentaron de diversos tamafios y diferente grado de humedad como se observa en la Figura
10.
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~ 4:»/ L b
Figura 10. Fruto y semillas secas de Achiote (Bixa orellana L.)
Fuente: La experimentacion.

Elaboracion: La autora

Se obtuvieron 1255.6 g de semillas secas que fueron colocadas dentro de una bolsa de papel
en el interior de una bolsa sellada al vacio para evitar su contaminacion (Figura 11) y fueron
llevadas a congelacion previo a su uso. Las semillas no fueron sometidas a ningun tipo de
pretratamiento (molienda), puesto que esto ocasionaria una disminucion del rendimiento de
extraccion, como menciona Moraes et al.*! en alusién a Silva, Gamarra, Oliveira, & Cabral®®,

Figura 11. Semillas secas de Achiote (Bixa orellana L.)
Fuente: La experimentacion.
Elaboracion: La autora

3.1.2. Reactivos

Dentro de la extraccion, determinacion de capacidad antioxidante DPPH y determinacion de

compuestos se utilizaron los siguientes reactivos:
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3.2.

Extraccion supercritica: CO, grado alimenticio 99.9% de pureza (Indura); Etilenglicol
(LAQUIN S.A)).

Actividad antioxidante, método DPPH: 2, 2 difenil — 1 — pycrydrazyl (Sigma - Aldrich
Chemistry), acido — 6 - hidroxi — (2, 5, 7, 8 tetrametilcromano — 2 — carboxilico) Trolox
(Sigma - Aldrich Chemistry), butilo- hidroxitolueno (BHT) (Sigma - Aldrich Chemistry),
Metanol (Sigma - Aldrich Chemistry)

Cuantificacion de tocotrienoles mediante CG-MS: a-tocoferol, & tocotrienol, y tocotrienol
(pureza > 99,6%) (UAMS), Etanol grado analitico (J.T. Baker), (N-methyl-N-
trimethylsilytrifluoroacetamide) Derivatizante MSTFA (RESTEK), Gas helio (INDURA),
Diclorometano grado HPLC (Sigma - Aldrich Chemistry), Helio, 5% Fenil 95% dimetil
arilen siloxano (Agilent Technologies).

Métodos

3.2.1. Recuperacion de extractos mediante extraccién supercritica

Las pruebas de extraccion con CO, SC se realizaron en la planta de extraccidn supercritica

del laboratorio de alimentos de la Universidad Técnica Particular de Loja, cuyo esquema se

muestra en la Figura 12. Se estudio el efecto de los parametros mas importantes de extraccion

supercritica: temperatura, presion y flujo de CO- en condiciones ambientales.

Resistencial
@Resistencia eléctricad
eléctrica .
® Ju o
Ve

CO; N Enfriador qu CO;
Vl ﬁ 3
Enfriador /(D/ ; v X{
4
'@' Extractor
Bomba
Extracto

Estufa
Vélvulas de paso: V1y V4

Valvula micrométrica: V»
Vélvula reguladora: V3

Nanémetros: P1, P2,y P3

Figura 12. Esquema de la planta de extraccion supercritica UTPL.
Elaboracion: La autora
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Se realizaron ensayos con parametros de presion de 100 - 200 bar; temperaturas de 35 - 45
°Cy flujo de CO; de 20 — 50 L/min durante 3 horas. El procedimiento de extraccién comprendio
las siguientes etapas:

ETAPA |
Se colocaron 30 gramos de semillas de achiote (Bixa orellana L.) en el extractor del equipo.
ETAPA I

Comprendi6 la estabilizacion del sistema, se encendio la estufa, para que el extractor llegue
a la temperatura de operacion establecida, se permitié el paso del CO; a través del sistema

cerrado, hasta alcanzar la presién de ensayo.
ETAPA III

La extraccion inici6 mediante el flujo continuo de CO, durante un periodo de 3 horas, esto
incluyd la recoleccion del extracto separado en periodos de tiempo continuos (cada 5 minutos)
mediante la disminucién de presidn en el separador hasta 30 - 40 bar, para garantizar el

estado gaseoso del CO,, evitando asi que este arrastre consigo al extracto.
ETAPA IV

Comprendié la despresurizaciéon del sistema, manteniendo el flujo y temperatura de
extraccion; se recogieron los extractos del separador y fueron almacenados en congelacion
para sus posteriores analisis. Finalmente la muestra agotada fue retirada y almacenada de la

misma manera en congelacion.

3.2.2. Andlisis experimental

Durante la experimentacién se examind el efecto de la temperatura, presion y flujo de CO-
como factores operacionales en la extraccion supercritica de los compuestos de Bixa orellana
L., pues las diferentes combinaciones de estos generan un efecto en el rendimiento de los

extractos obtenidos asi como en la afinidad por ciertos compuestos.

Las pruebas de extraccién supercritica con diéxido de carbono se realizaron a partir de un
disefio de optimizacién por superficie de respuesta de Box Behnken, tomando las siguientes

condiciones

e Temperatura, °C: 35 - 60°C
e Presion, bar: 100 - 250
e Flujo de CO,, L/min: 20 — 50
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El andlisis del efecto de los factores se realiz6 a través de un analisis de varianza ANOVA con
un nivel de confianza del 95% y los pardmetros 6ptimos se determinaron mediante el software
estadistico Statgraphics v.16 ®. El disefio experimental determind las combinaciones
reflejadas en la Tabla 9.

Tabla 9. Parametros de estudio estadistico del proceso

Corrida Temperatura Presién Flujo de CO:
°C Bar L/min
1 60 175 20
2 60 100 35
3 35 175 20
4 35 100 35
5 47.5 100 20
6 47.5 250 20
7 35 250 35
8 35 175 50
9 60 175 50
10 47.5 250 50
11 60 250 35
12 60 175 20
13 47.5 100 50
14 60 100 35
15 35 175 20
16 47.5 175 35
17 35 100 35
18 47.5 100 20
19 47.5 250 20
20 47.5 175 35

Fuente: Software estadistico Statgraphics v.16 ®
Elaboracion: La autora

3.2.3. Andlisis de extractos
3.2.3.1. Rendimiento de extraccién supercritica

El rendimiento de los extractos obtenidos mediante la extraccion con CO, SC se evalu6

mediante la siguiente ecuacion:

Peso de extracto (g)

Rendimiento de extraccion = * 100%

Peso de muestra (g)
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3.2.3.2. Capacidad antioxidante DPPH

Se evalud la capacidad antioxidante de los extractos de acuerdo a la técnica descrita por
Brand-Williams et al.®°, con algunas modificaciones descritas por Thaipong, K., Boonprakoba,
U., Crosbyb, K., Cisneros, L., & Hawkins“.

Brevemente se prepard una solucion patron (SP) de DPPH, disolviendo 24 mg de DPPH en
100 mL de metanol, esta fue almacenada a -20°C hasta su uso. A partir de la solucién patrén
se prepar0 la solucion de trabajo (ST), disolviendo 10 mL de SP en 45 mL de metanol,
ajustando sus concentraciones hasta que se obtuvieron lecturas de absorbancias en el
espectrofotometro de 1.1 + 0.02 unidades a 515 nm. Las curvas estandar fueron preparadas
mediante disoluciones con trolox (50 — 1750 puM) y BHT (50 — 700 uM) en Metanol.

Los extractos se diluyeron a 1000 ppm (p/v) en Metanol, con ayuda del ultrasonido (Fisher
Scientific Mod. FS 20D); se tomaron 150 pL de esta dilucion y se la mezclé con 2850 uL de
ST, la solucion reaccion6 durante 24 horas en la oscuridad, luego se registraron las lecturas
a 515 nm en el espectrofotometro; los estdndares de referencia usados en el ensayo fueron
dos antioxidantes sintéticos comercialmente conocidos: Trolox, compuesto analogo de la
Vitamina E; y BHT, cuyo mecanismo de actividad antioxidante puede ser similar al de esta

vitamina.4142

Los resultados obtenidos se expresaron en micromoles equivalentes de Trolox por gramo de
extracto seco (UMol ET/g extracto seco) y micromoles equivalentes de BHT por gramo de
extracto seco (uMol EBHT/g extracto seco). En el Anexo B puede encontrarse el flujograma

del proceso.

3.2.4. Determinacién de tocotrienoles mediante CG-MS
3.2.4.1. Preparacion de los estandares

Se prepararon estandares para 8-Tocotrienol de concentraciones de 3, 7.5, 18.75, 46.88 y
117.19 ng/mL; asi como para Y-Tocotrienol de: 0.55, 1.375, 3.438, 8.594 y 21.484 ng/mL. Se
tomo una alicuota de cada una, estas fueron secadas, se les afiadio 100 pL de derivatizante

y se dejo reaccionar durante 15 min para luego ser leidas por CG-MS.

3.2.4.2. Preparacién de los extractos

Los extractos se diluyeron en Etanol hasta alcanzar concentraciones entre 340 y 600 ppm
(p/v) Se tomaron 50 uL de cada disolucion y se le afiadieron 25 uL de estandar interno, la

solucion fue secada; a continuacién se le adicionaron 50 pyL de derivatizante y se dejé
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reaccionar durante 15 min, para proceder con sus correspondientes inyecciones

cromatogréficas.

3.2.4.3. Corrida cromatografica de los extractos

Se empled un Cromatdgrafo de Gases Agilent serie 6890N, acoplado a un Espectrémetro de
masas Agilent serie 5973 Inert, dotado con un sistema de datos MSD-Chemestation D.01.00
SP1, que cuenta con un inyector automatico Split/Splitless serie 7683, ademas de dos

columnas capilares.

Se utilizé6 una modificacion del método seguido por Pineda*:. Este consistié en la inyeccién
splitless de 1uL de la muestra a 220°C, que recorrié una columna capilar DB-5ms: 0.25 mm x
30 my 0.25 um de espesor de la pelicula, modelo Agilent 122-5532 de 30 metros usando
Helio como gas portador, esta se mantuvo inicialmente a 220°C por dos minutos, luego
mediante un gradiente de 25°C/min llegd a 300°C, temperatura que mantuvo por 1 minuto.
Las condiciones de MS fueron: impacto de electrones, temperatura de cuadrupolo de 150°C,
temperatura de la fuente de 230°C, y tensién de ionizacion 70 eV.
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CAPITULO 4.
RESULTADOS Y DISCUSIONES



4.1. Obtencion de extractos mediante extraccidén supercritica con dioxido de
carbono de las semillas de Bixa orellana L.

Los extractos recolectados mediante la extraccion supercritica (Figura 13) presentaron
coloracion naranja, olor caracteristico a achiote y su consistencia fue aceitosa y espesa.

Figura 13. Muestra de extracto de semillas de Bixa orellana L. de ESC.
Elaboracion: La autora

En la tabla 10 se observa el rendimiento de extraccién (g extracto/g semilla); la actividad
antioxidante correspondiente al método DPPH equivalente a Trolox (UM ET/g extracto - uM
ET/g semilla) BH, y equivalente a BHT (UM EBHT/g extracto - uM EBHT/g semilla) BH.
Ademas se refleja el contenido de 8-T3 (mg 8-T3/g extracto) y de Y-T3 (mg Y-T3/g extracto)

correspondientes a los diferentes tratamientos experimentados.
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Tabla 10. Resultados obtenidos mediante ESC

T P F CO2 R% A. A DPPH: Trolox A. A DPPH: BHT 6-T3 Y-T3 0-T3 Y-T3
C) (Bar) (Umin)  (gext/ig SE) (UM ET/g ext) (UM ET/g SE) (UM EBHT/g ext) (WM EBHT/g SE)BH mgd-T3/gext.  mg Y-T3//g ext. Ro% Ro%
BH (g8-T3/gSE) (g Y-T3/gSE)
60 175 20 1.16 338.64 3.93 176.81 2.05 56.37 4.35 0.065 0.005
60 100 35 1.54 227.91 3.51 107.83 1.66 27.93 2.37 0.043 0.004
35 175 20 1.57 283.98 4.46 141.03 221 42.56 3.37 0.067 0.005
35 100 35 0.97 357.19 3.46 185.95 1.80 78.02 6.65 0.076 0.006
47.5 100 20 3.44 297.35 10.23 148.52 5.11 44.59 3.49 0.153 0.012
47.5 250 20 1.72 314.59 5.41 162.38 2.79 59.25 4.79 0.102 0.008
35 250 35 3.21 295.70 9.49 149.35 4.79 56.15 4.32 0.180 0.014
35 175 50 2.77 229.15 6.35 106.33 2.95 47.95 3.76 0.133 0.010
60 175 50 2.49 255.34 6.36 122.41 3.05 54.67 4.33 0.136 0.011
47.5 250 50 1.63 235.41 3.84 111.57 1.82 47.69 3.90 0.078 0.006
60 250 35 1.72 280.52 4.82 140.42 2.42 103.06 7.96 0.177 0.014
60 175 20 1.2 301.05 3.61 151.27 1.82 91.27 6.95 0.110 0.008
47.5 100 50 0.44 327.42 1.44 169.14 0.74 107.26 8.02 0.047 0.004
60 100 35 1.23 169.39 2.08 68.32 0.84 65.64 5.14 0.081 0.006
35 175 20 2 283.87 5.68 140.64 2.81 79.42 5.62 0.159 0.011
47.5 175 35 1.44 243.77 3.51 115.43 1.66 64.38 4.42 0.093 0.006
35 100 35 0.96 286.80 2.75 144.18 1.38 65.11 4.87 0.063 0.005
47.5 100 20 2.97 245.66 7.30 116.03 3.45 56.90 3.86 0.169 0.011
47.5 250 20 1.77 332.15 5.88 172.33 3.05 97.36 6.89 0.172 0.012
47.5 175 35 1.71 251.80 431 121.81 2.08 88.31 6.27 0.151 0.011

Fuente: La experimentacion
Elaboracion: La autora
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El mayor rendimiento respecto a la extraccion supercritica fue 3.44%, correspondiente a las
condiciones de 47.5 °C, 100 Bar y 20 L/min durante un periodo de 3 horas, que en
comparacion al rendimiento de 4.8% de una extraccion soxhlet de 6 horas realizada por Costa
et al.*, y de la extraccién con hexano de 3.3% documentada por Pineda*}, muestran la
efectividad de este tipo de extraccion en relacion a otros métodos comunes con la ventaja de
no usar solventes organicos. Por otro lado, la extraccion mostré superioridad respecto a la
experimentacion de Moraes, Zabot, & Meireles®!, que mediante un sistema semicontinuo de
ESC a condiciones de 313 K, 20 MPa y una relacién (S/F) de 250 g CO./g de semillas de

achiote, obtuvieron un maximo rendimiento de 3.05 g de extracto/100 g de semilla.

4.2, Rendimiento de extraccion.

La Figura 14 corresponde al diagrama de pareto respecto a la experimentacion, este denota
el efecto que tienen las diversas combinaciones de los factores de presion, temperatura y flujo

de CO; sobre el rendimiento de extraccion.
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Figura 14. Diagrama de pareto estandarizado para rendimiento

Elaboracion: La autora

A través del diagrama de pareto puede observarse que Unicamente la interaccion
correspondiente a presion y flujo de CO; (BC) es significante; sin embargo el efecto individual
de los factores presion y flujo de CO; no representan un valor significativo sobre el rendimiento

de extraccion.

La Figura 15 muestra el efecto principal de cada factor sobre el rendimiento, en ella puede
observarse que la reduccién de temperatura ocasioné un incremento en el rendimiento, por el
aumento de la densidad del CO,, correspondiente a un aumento de la solubilidad de los
compuestos de interés en este. Al aumentar la presion de extraccion se observa que existe

un aumento la densidad del CO,, como su capacidad de extraccién, ocasionando un aumento
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en el rendimiento.® Puede observarse ademas que el menor Flujo de CO, favorecié el mayor
rendimiento, pues el incremento de este factor, puede ocasionar un crecimiento de la
resistencia a la transferencia de masa de los pigmentos que se encuentran el pericardio de la
semilla®®; pese a esto este factor no presenta un efecto de comportamiento lineal respecto a

la disminucion o incremento del mismo dentro de la experimentacion.
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Figura 15. Gréfica de efectos principales para rendimiento
Elaboracion: La autora

4.3. Determinacién de capacidad antioxidante mediante método DPPH.

4.3.1. Capacidad antioxidante equivalente a Trolox.

La mayor concentracion de capacidad antioxidante de los extractos obtenidos fue de 357.19
UM ET/g ext. correspondiente a los parametros de extraccion de 35°C 100 Bar y 35 L/min,
mientras que el menor valor fue 169.395 uM ET/g ext. que corresponde a 60°C, 100 Bar y 35
L/min.

La concentracion de la capacidad antioxidante en semillas BH fue dependiente del
rendimiento de ESC. La més alta concentracion expresada por gramo de semilla fue 10.23
UM ET/g SE BH y correspondi6 a 47.5 °C, 100 Bar y 20 L/min como parametros de extraccion;
mientras que la menor concentracion fue 1.44 uM ET/g SE BH bajo las condiciones de 47.5
°C, 100 Bar y 50 L/min.

La Figura 16 muestra el diagrama de pareto correspondiente a la experimentacion, en este
caso puede observarse que no existe efecto significativo de los factores Presion, Temperatura

o Flujo de CO., ni de sus interacciones sobre la capacidad antioxidante.
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Figura 16. Diagrama de pareto estandarizado para A. A. mediante método DPPH (uM ET/g ext)
Elaboracion: La autora

La Figura 17 muestra que la menor temperatura de extraccién favorecié una mayor actividad
antioxidante de los extractos. Los factores de presion y flujo de CO2 no presentaron efectos
de comportamiento lineal, sin embargo es notable que la mejor capacidad antioxidante se

obtuvo con el menor flujo.
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Figura 17. Gréfica de efectos principales para A. A. mediante el método DPPH (UM ET/g ext).
Elaboracion: La autora
El analisis de la Figura 18 muestra que no existe efecto individual o interaccion significante de
factores que hayan representado un efecto de valor significativo sobre la actividad

antioxidante en DPPH por gramo de semilla (uM EBT/g SE) BH.
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Figura 18. Diagrama de pareto estandarizado para A. A. mediante método DPPH (uM ET/g SE) BH
Elaboracion: La autora

La tendencia de efectos principales evidencié que la menor temperatura favorecid un
incremento en la actividad antioxidante, este efecto se observé también con el aumento de
presion. Ademas, pese a que el menor flujo de CO, presentd la mayor capacidad antioxidante,
no existe un efecto de comportamiento lineal respecto a la disminucién o incremento de este

factor.

4.3.2. Capacidad antioxidante equivalente a BHT.

La mayor concentracion de capacidad antioxidante de los extractos obtenidos fue de 185.951
UM EBHT/g ext. correspondiente a los parametros de extraccién de 35°C 100 Bar y 35 L/min,
mientras que la menor fue 68.322 uM EBHT/g ext. correspondiente a 60°C, 100 Bar y 35

L/min.

El diagrama de pareto correspondiente a la actividad antioxidante equivalente a BHT (UM
EBHT/g ext.) mantuvo una tendencia similar a la correspondiente a Trolox (Figura 16),
mostrando que ningun efecto individual o interaccién de los factores represent6 un valor
significativo sobre los resultados. Ademas, de manera similar a la Figura 17, al reducir la
temperatura y a un menor flujo de CO, se observd una mayor concentracion de capacidad
antioxidante de los extractos, sin embargo los factores de presiéon y flujo no presentaron

efectos de comportamiento lineal.

El diagrama de pareto correspondiente a la actividad antioxidante en DPPH (UM EBHT/g SE)
BH reflejo una tendencia similar a la correspondiente a Trolox (Figura 18), pues no se observo

efecto significativo correspondiente a los factores individuales o interacciéon. De la misma



forma, la menor temperatura, mayor presion y menor flujo de CO,, favorecieron el incremento

de la actividad antioxidante de los extractos tendencia similar a la correspondiente a Trolox.

4.3.3. Andlisis de capacidad antioxidante.

De acuerdo a Schaich, Tian, & Xie*, los ensayos ORAC pueden ser comparados con la
transferencia de electrones en DPPH, por esto puede afirmarse que los valores mostrados en
la Tabla 10, en comparacion a los reportados por Floegel, Kim, Chung, Koo, & Chun #, tienen
una actividad antioxidante eficiente, similar a la de la cebolla (1034 umol TE/100 g), que puede
atribuirse en gran parte a los compuestos tocotrienoles, pues de acuerdo a Muller, Fréhlich, &
Bohm*8, en este tipo de ensayo no existe reaccion alguna del apocarotenoide bixina.

Existen algunos estudios respecto a la actividad antioxidante de los extractos de la semillas
de Bixa orellana L. Un estudio realizado por Cardarelli et al.*® analizé la actividad antioxidante
mediante el método ABTS para extractos de semilla, en donde los mayores valores se
reportaron con extractos polares (MeOH/H;0), y correspondieron a 9550 uMTEAC/g semilla
seca, estos ademas presentaron los mayores contenidos de compuestos fendlicos (1.84 mg
GAE/g semilla seca), adicionalmente evaluaron extractos no polares (Hexano), que
presentaron una actividad (2040 uMTEAC/g semilla seca), la que atribuyeron a la mezcla de
compuestos fendlicos y bixina en los extractos. En el caso de Viuda-Martos et al.*°, se evalud
la capacidad antioxidante en extractos polares (EtOH) mediante el método DPPH, para el que
se obtuvo una ICso de 15.40 g semilla/l. Otro aporte es el de Ganju & Ganju®?, en el que se
analizé la capacidad antioxidante en extractos de diferente polaridad a través del método
DPPH, en este se observé la mas alta actividad antioxidante en extractos de mayor polaridad
(H20), con un ICs de 20 pg/mL, a los que correspondieron la mayor cantidad de compuestos
fendlicos (75.3 mg GAE/g extraibles), reflejando una de tendencia similar de resultados a los

expuestos por Viuda-Martos et al.*°.

Basados en la informacion proporcionada anteriormente, puede afirmarse que, pese a la
existencia de informacién documentada respecto a la actividad antioxidante de los extractos
de las semillas de Bixa orellana L., cada investigacion difiere en su metodologia y sus
resultados se encuentran referidos mayoritariamente a compuestos polares, lo que dificulta
su comparacion con los resultados obtenidos en el presente trabajo; sin embargo se reconoce
que la actividad antioxidante en extractos de achiote es relevante, por lo que se incentiva su

investigacion para su posible aplicacion en la industria alimenticia y cosmética.4950-5

38



4.4. Determinacién de compuestos tocotrienoles en extractos mediante CG-MS.

Las corridas cromatograficas fueron similares para todos los extractos respecto a sus 3 picos
y tiempos, como se observa en la Figura 22 el compuesto d-Tocotrienol se evidencié a los
8.47 min, siendo el compuesto mayoritario, a continuacién se observa el Y- Tocotrienol a 9.35

min y finalmente el estandar interno a-Tocoferol a 9.63 min.

50000
s ﬁ 0-Tocotrienol
40000
35000

30000

Abundancia

25000

20000

15000

100

] a-Tocoferol
s000 Y-Tocotrienol j/\ JC

220 840 260 880 300 350 340 360 380 1won a7 10

Tiempo (min.)

Figura 19. Cromatograma de extracto obtenido mediante ESC (se incluye a estandar interno a-

Tocoferol).

Elaboracion: La autora
Como se observa en la Tabla 10, la mayor cantidad de compuestos delta y gamma tocotrienol
se evidenciaron a condiciones de 47.5 °C, 100 Bar y 50 L/min de extraccion SC, siendo estos
107.26 mg/ext. y 8.02 mg/ext. respectivamente. Ademas los mayores rendimientos obtenidos
respecto a gramo de semilla BH fueron de 0.18% para 6-T3 y 0.014% para Y-T3 bajo
condiciones de 35°C, 250 Bar y 35 L/min de COx.

4.4.1. Contenido de 6-Tocotrienol.

En la Figura 23 se observa la combinacion de factores para la mayor concentracion de
rendimiento de 8-Tocotrienol en extractos, que al compararlos presentan valores ligeramente
inferiores a los mayores rendimientos de la ESC en operacion continua y superiores respecto
a la extraccion soxhlet, reportados en las experimentaciones de Albuquerque & Meireles®®.

Demostrando que una disminucion de temperatura y aumento de presién de extraccion
39



mediante un alto flujo de CO, favorecen la obtencion de una mayor concentracién de este
tipo de compuestos.

Flujo (50 L/min)
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5 ©0 47.95 47.69 m175
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g 40 250
€
g 20
[]
(@]

0

35 47.5 60

Temperatura (°C)

Figura 20. Grafico comparativo de respuesta de contenido de 8-Tocotrienol en extractos
Elaboracion: La autora

El diagrama de pareto correspondiente a la experimentacion no mostrd efecto significativo de
los factores presion, temperatura o flujo de COg, ni de sus interacciones sobre la cantidad de

o-Tocotrienol en los extractos.

La grafica de efectos principales (Figura 24) revela que se detecté una mayor cantidad de 6-
Tocotrienol con la media de temperatura y presion, ademas existi6 una pequefia variacion

respecto a maximo y minimo de flujo de CO..

93

88

83

78

73

68

Contenido de delta Tocotrienol

63

35.0 60.0 100.0 250.0 20.0 50.0

Temperatura Presion Flujo de CO2

Figura 21. Gréfica de efectos principales para contenido de 8-Tocotrienol en extractos
Elaboracion: La autora
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4.4.2. Contenido de Y-Tocotrienol

La Figura 25 muestra la combinacion de factores para la mayor concentracion de
Y-Tocotrienol en extractos, denotando que una disminucion de temperatura y un aumento de
presion de extraccion a través de un alto flujo de CO,, favorecen la obtencién de una mayor
concentracién de este tipo de compuestos, llegando a ser esta superior a los valores obtenidos

por Albuquerque & Meireles® en la extraccion soxhlet.

Flujo (50 L/min)
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S
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0

35 47.5 60

Temperatura (°C)

Figura 22. Grafico comparativo de respuesta de contenido de Y'-Tocotrienol en extractos
Elaboracion: La autora

El diagrama de pareto correspondiente a la experimentacién mostré que no existe efecto
significativo de los factores presion, temperatura o flujo de CO., ni de sus interacciones sobre

la cantidad de Y-Tocotrienol en los extractos.

La Figura 26 revela que se detectdé una mayor cantidad de Y-Tocotrienol con la mayor
temperatura, mayor presion y mayor flujo de CO, sin embargo ninguno de estos factores

presentd un efecto de comportamiento lineal sobre la cuantificacion del compuesto.
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Figura 23. Gréfica de efectos principales para contenido de Y-Tocotrienol en extractos
Elaboracion: La autora

4.4.3. Andlisis del contenido de compuestos tocotrienoles mediante
extraccion supercritica con CO;

La cantidad de compuestos recuperados son ligeramente inferiores a &-Tocotrienol y
representativos respecto a Y-Tocotrienol en relacion a la extraccion soxhlet, ademas la
concentracion de tocotrienoles se presenta inferior respecto a los valores obtenidos mediante
extraccion supercritica por Albuguerque & Meireles®®. EI método pseudo-continuo de
Moraes®!, presenta valores de rendimiento mayores a los presentados (Anexo C), sin embargo
los maximos valores obtenidos en la presente experimentacion superan a sus analogos en

tiempo de extraccion, por lo que las condiciones aplicadas muestran ser eficientes.

El mayor rendimiento de extraccion supercritica en relacién al contenido de 6-T3 y Y-T3 en
extracto se evidencio a condiciones de 47.5°C, 100 Bar y 50 L/min de CO,, este correspondi6
al 10.73% y 0.8% respectivamente.

Adicionalmente, los rendimientos respecto a los compuestos d-T3 y Y-T3 fueron comparados
respecto a una extraccion clasica con hexano realizada en semillas de achiote procedentes
del mismo sector geografico; estableciéndose que los rendimientos de 8-T3 en ESC se
presentaron superiores a los obtenidos por extraccion clasica con hexano (0.33 - 0.88%). De
la misma manera, para Y-T3 en extractos SC se obtuvieron rendimientos de 0.24 al 0.80%

frente al 0.021 a 0.174% de extraccidon con hexano.
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CONCLUSIONES

La tecnologia de extraccién con dioxido de carbono supercritico permiti6 obtener

extractos ricos en tocotrienoles a partir de las semillas de Bixa orellana L.

Los compuestos tocotrienoles se cuantificaron mediante CG-MS, los mayores
rendimientos respecto a extracto de semilla fueron 10.73% y 0.8%, correspondientes
a 0-T3 y Y-T3, respectivamente, bajo condiciones de 47.5°C, 100 Bar y 50 L/min de
CO:..

El mayor rendimiento de la extraccién supercritica fue 3.44% (g extracto/g semilla),

bajo condiciones de 47.5 °C, 100 Bar y 20 L/min durante un periodo de 3 horas.

La mayor capacidad antioxidante de los extractos evaluada mediante el método DPPH
fue de 357.19 pM ET/g ext. y 185.951 puM EBHT/g ext., correspondientes a los

parametros de extraccién de 35°C 100 Bar y 35 L/min.
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RECOMENDACIONES

Realizar el estudio de la cinética de extraccion supercritica, a fin de establecer el

tiempo Optimo para el mayor rendimiento de tocotrienoles.

Realizar un analisis econdmico considerando el uso de los compuestos tocotrienoles

y los procedimientos o etapas que comprende el refinamiento del extracto obtenido.
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ANEXOS



Anexo A. Actividad antioxidante mediante método DPPH

Preparacion de los
reactivos

Solucién Patron (SP)

Solucién Trabajo (ST)*

Pesar 24 mg de DPPH

Tomar 10 mL de SP y adicionar

45 mL de MeOH

Aforar a 100 mL con MeOH y
disolver completamente

Medir absorbancias a 515 nm

Almacenar a
-4°C

Ajustar abs hasta 1.1 + 0.02
con MeOH 6 SP

*La solucién debe prepararse justo antes de su uso

Preparacion del extracto

Tomar 150 pL del extracto

Preparacion de los
estandares

Pesar 31.25 mg de Trolox

Pesar 11.02mg de BHT

Aforar a 50 mL con MeOH

Aforar a 50 mL con MeOH

Mantener en la oscuridad a -
4°C

Mantener en la oscuridad a -
4°C

Tomar alicoutas de 0, 0.2, 1,
2,3,4,5,6,7mL

Tomar alicoutas de 0, 0.2, 1,
2,3,4,6,7mL

Aforar a 10 mL con MeOH

Aforar a 10 mL con MeOH

Agitar por 20 seg.

Agitar por 20 seg.

Mantener en la oscuridad

Mantener en la oscuridad

Continuar con el proceso de
la muestra

Continuar con el proceso de
la muestra
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Reacciona 24 horas en la

Adicionar 2850 uL de ST

oscuridad




1. Curva de calibracién

a. Trolox
1
9.
09 | @
@,
0.8 -
0.7 e,
E 06 -9
'g 0.5 e
o .
g o4
5 03 y=-0.?005x+0.9582 Q...
2 R? = 0.9956
< 0.2 -,
0.1
0
0.00 500.00 1000.00 1500.00
Concentracion, puM
Alicuota Aforo Concentracion  Absorbancia
(mL) (mL) (uMm) (nm)
0 10 0.00 0.945
0.2 10 51.49 0.903
1 10 257.43 0.843
2 10 514.87 0.737
3 10 772.30 0.623
4 10 1029.73 0.489
5 10 1287.17 0.34
6 10 1544.60 0.211
7 10 1802.03 0.093
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b. BHT

Absorbancia, nm

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

‘®...
..... e...
..... ...,__'.
R
e
e
., .
y = - 0.0008x + 0.9281
R? =0.9952
100 200 300 400 500 600
Concentracion, pM
Alicuota Aforo Concentracion  Absorbancia
(mL) (mL) (1M) (nm)
0 10 0 0.945
0.2 10 19.804 0.917
1 10 99.022 0.850
2 10 198.045 0.757
3 10 297.067 0.660
4 10 396.090 0.580
5 10 495,112 0.509
6 10 594.135 0.445
7 10 693.157 0.370
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2. Datos de cuantificacion antioxidante mediante Trolox:

Muestra xp, XP: XP: xp: XP:
UM ET/L UMET/mgext.  uM ET/g ext. UMET/gSEBH  uM ET/g SE BS
ESC1 365.733 0.366 338.64 £ 0.873 3.93+£0.010 5.11 £ 0.013
ESC2 247.733 0.248 227.91+£1.735 3.51+0.027 4.57 £ 0.035
ESC3 293.067 0.293 283.98 £ 0.914 4.46. £0.014 5.80 £ 0.019
ESC4 360.4 0.36 357.19+1.618 3.46 £ 0.016 4.51 £ 0.020
ESC5 299.733 0.3 297.35 £ 0.935 10.22 £ 0.032 13.30 £ 0.042
ESC6 345.733 0.346 31459+ 1.716 5.41 £ 0.030 7.04 £ 0.038
ESC7 313.733 0.314 295.70 £ 0.889 9.49 + 0.029 12.35 £ 0.037
ESC8 233.733 0.234 229.15 £ 1.849 6.35 + 0.051 8.26 + 0.067
ESC9 258.4 0.258 255.34 £1.614 6.36 = 0.040 8.27 + 0.052
ESC10 249.067 0.249 235.41 £0.891 3.84 £ 0.015 4,99 £ 0.019
ESC11 302.4 0.302 280.52 £1.515 4.83 £ 0.026 6.28 + 0.034
ESC12 307.067 0.307 301.05 +£0.924 3.61+0.011 4,70 £0.014
ESC13 347.067 0.347 327.42 +1.779 1.44 £ 0.008 1.87 £ 0.010
ESC14 169.733 0.17 169.40 + 1.882 2.08 £ 0.023 2.71 £ 0.030
ESC15 290.4 0.29 283.87 £ 0.000 5.68 £ 0.000 7.38 £ 0.000
ESC16 248.4 0.248 243.77 £ 1.603 3.51 £ 0.023 4.57 £ 0.030
ESC17 307.733 0.308 286.80 + 1.757 2.75+0.017 3.58 £ 0.022
ESC18 246.4 0.246 245.66 + 1.628 7.30 £ 0.048 9.49 +£0.063
ESC19 354.4 0.354 332.15 + 1.530 5.88 + 0.027 7.65 £ 0.035
ESC20 266.40 0.27 251.80 £1.543 4.31 £ 0.026 5.60 + 0.034
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3. Datos de cuantificacion antioxidante mediante BHT

Muestra *P. XP: xP: XP: XP:
UM EBHT/L UM EBHT/mg ext. ~ UMEBHT/gext ~ WMEBHT/gSEBH  pM EBHT/g SE BS
ESC1 190.958 0.191 176.81 + 0.546 2.05 £ 0.006 26.68 £ 0.008
ESC2 117.208 0.117 107.83 £ 1.084 1.66 £ 0.017 21.60 £ 0.021
ESC3 145.542 0.146 141.03 £ 0.571 2.21 £ 0.009 28.80 £ 0.012
ESC4 187.625 0.188 185.95 + 1.012 1.80 £ 0.010 23.46 £0.013
ESC5 149.708 0.15 148.52 + 0.585 5.11 £ 0.020 66.45 £ 0.026
ESC6 178.458 0.178 162.38 + 1.072 2.79+£0.018 36.32 £ 0.024
ESC7 158.458 0.158 149.35 + 0.555 4,79 £0.018 62.35 £ 0.023
ESCS8 108.458 0.108 106.33 £ 1.155 2.95 + 0.032 38.31 £ 0.042
ESC9 123.875 0.124 122.41 + 1.009 3.05 +0.025 39.64 £ 0.033
ESC10 118.042 0.118 111.57 £ 0.557 1.82 £ 0.009 23.65 £ 0.012
ESC11 151.375 0.151 140.42 £ 0.947 2.42 £ 0.016 31.41 £0.021
ESC12 154.292 0.154 151.27 £ 0.578 1.82 + 0.007 23.61 £ 0.009
ESC13 179.292 0.179 169.14 £+ 1.112 0.74 £ 0.005 9.68 £ 0.006
ESC14 68.458 0.068 68.32£1.176 8.40 £ 0.014 1.09 £ 0.019
ESC15 143.875 0.144 140.64 + 0.000 2.81 £ 0.000 3.66 £ 0.000
ESC16 117.625 0.118 115.43 £ 1.002 1.66 + 0.014 2.16 £ 0.019
ESC17 154.708 0.155 144.18 + 1.098 1.38 £ 0.011 1.80 £ 0.013
ESC18 116.375 0.116 116.03 +£1.018 3.45 + 0.030 4.48 + 0.039
ESC19 183.875 0.184 172.33 £ 0.957 3.05+0.017 3.97 £ 0.022
ESC 20 128.875 0.129 121.81 + 0.965 2.08 £ 0.016 2.71 £ 0.022
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Anexo B. Andlisis estadistico

1. ANOVA Rendimiento

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 0.637004 1 0.637004 1.04 0.3314
B:Presion 0.88935 1 0.88935 1.45 0.2555
C:Flujo de CO2 0.0570375 1 0.0570375 0.09 0.7663
AA 1.3918E-05 1 1.3918E-05 0 0.9963
AB 1.24633 1 1.24633 2.04 0.1838
AC 0.0305414 1 0.0305414 0.05 0.8276
BB 0.0649871 1 0.0649871 0.11 0.7511
BC 3.44669 1 3.44669 5.64 0.0390
cc 0.272055 1 0.272055 0.45 0.5198
Error total 6.11239 10 0.611239
Total (corr.) 12.1428 19
2. ANOVA actividad antioxidante por DPPH
a. (UM ET/g ext)
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 973.209 1 973.209 0.61 0.4525
B:Presion 39.6808 1 39.6808 0.02 0.8777
C:Flujo de CO2 3816.54 1 3816.54 2.4 0.1526
AA 150.981 1 150.981 0.09 0.7645
AB 7077.08 1 7077.08 4.44 0.0612
AC 657.733 1 657.733 0.41 0.5349
BB 1047.59 1 1047.59 0.66 0.4362
BC 5775.51 1 5775.51 3.63 0.086
cc 1796.78 1 1796.78 1.13 0.3131
Error total 15923.9 10 1592.3
Total (corr.) 39957.3 19




b. (uM ET/g SE) BH

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 6.55215 1 6.55215 1.28 0.284
B:Presion 9.85602 1 9.85602 1.93 0.1951
C:Flujo de CO2 4.61127 1 4.61127 0.9 0.3646
AA 0.020451 1 0.020451 0 0.9508

AB 4.95001 1 4.95001 0.97 0.3483

AC 0.170479 1 0.170479 0.03 0.8588

BB 1.88591 1 1.88591 0.37 0.5571

BC 17.5006 1 17.5006 3.42 0.094

cC 2.83789 1 2.83789 0.56 0.4734

Error total 51.1216. 10 5.11216
Total (corr.) 96.0522. 19

c. (UM EBHT/g ext)

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 362.471 1 362.471 0.57 0.4662
B:Presion 33.3233 1 33.3233 0.05 0.823
C:Flujo de CO2 1505.91 1 1505.91 2.38 0.1536
AA 59.1496 1 59.1496 0.09 0.7659

AB 2791.09 1 2791.09 4.42 0.0619

AC 276.558 1 276.558 0.44 0.5232

BB 459.935 1 459.935 0.73 0.4135

BC 2419.51 1 241951 3.83 0.0788

cC 672.764 1 672.764 1.06 0.3264

Error total 6317.6 10 631.76
Total (corr.) 15984.7 19
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d. (uM EBHT/g SE) BH

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A: Temperatura 1.6907 1 1.6907 1.3 0.2801
B:Presion 2.78802 1 2.78802 2.15 0.1732
C:Flujo de CO2 1.5862 1 1.5862 1.22 0.2946
AA 0.0106531 1 0.0106531 0.01 0.9296
AB 0.969638 1 0.969638 0.75 0.4074
AC 0.0322963 1 0.0322963 0.02 0.8777
BB 0.623544 1 0.623544 0.48 0.5038
BC 3.64808 1 3.64808 2.81 0.1244
cC 0.707079 1 0.707079 0.55 0.4772

Error total 12.9633 10 1.29633

Total (corr.) 24.2339 19
3. ANOVA cuantificaciéon de compuestos tocotrienoles
a. Contenido de 6-Tocotrienol

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 517.345 1 517.345 1.31 0.2816
B:Presion 1225.94 1 1225.94 3.11 0.1117
C:Flujo de CO2 34.6492 1 34.6492 0.09 0.7736
AA 807.914 1 807.914 2.05 0.1862
AB 452.678 1 452.678 1.15 0.3119
AC 1099.86 1 1099.86 2.79 0.1293
BB 786.854 1 786.854 2 0.1914
BC 42.1962 1 42.1962 0.11 0.7511
cc 334.033 1 334.033 0.85 0.3814

Error total 3549.58 9 394.398

Total (corr.) 8586.95 18
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b. Contenido de Y-Tocotrienol

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:Temperatura 3.14051 1 3.14051 1.38 0.271
B:Presion 6.1915 1 6.1915 2.71 0.134
C:Flujo de CO2 0.238494 1 0.238494 0.1 0.7539
AA 2.59782 1 2.59782 1.14 0.3139
AB 2.95133 1 2.95133 1.29 0.2849
AC 5.91476 1 5.91476 2.59 0.142
BB 2.8726 1 2.8726 1.26 0.291
BC 0.00010809 1 0.00010809 0 0.9947
cc 0.622974 1 0.622974 0.27 0.614
Error total 20.5474 9 2.28305
Total (corr.) 46.0152 18
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