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RESUMEN

Chirimoya (Annona cherimola) es una fruta tropical, caracterizada por su exquisito sabor; rica
en antioxidantes. En el presente estudio se utilizé la cdscara de la chirimoya para extraer
compuestos antioxidantes aplicando didxido de carbono supercritico. Los parametros de
temperatura y presion se variaron entre 35 a 45 °C y de 100 a 200 bares, respectivamente.
Los extractos fueron analizados mediante cuantificacion de fenoles totales y capacidad
antioxidante. El rendimiento de extraccion mas alto fue de 1.91% (p/p) a 40 °C y 200 bares, el
contenido de fenoles totales de 8.91 mg EAG/g ES a 40 °C y 100 bares, actividad antioxidante
por ABTS de 188.5 uM ET/g ES a 35 °C y 100 bares y por DPPH de 42.47 yM ET/g ES a 35
°C y 200 bares. A las condiciones ensayadas, de presion y temperatura, la solubilidad de los
compuestos extraidos no estuvo relacionada con la capacidad de extraccion del CO,-SC. Las
propiedades antioxidantes del extracto obtenido impulsan a intensificar su estudio para
aplicacion en la industria alimentaria o farmacéutica como ingrediente natural con valor

afiadido y/o productos procesados.

Palabras claves: Extraccion supercritica, dioxido de carbono supercritico, Annona cherimola,

cascara de chirimoya, capacidad antioxidante.



ABSTRACT

Cherimoya (Annona cherimola) is a tropical fruit, with high content of natural antioxidants. The
aim of this research was to extract the antioxidant compounds from cherimoya peels using
supercritical fluid extraction. The SC-CO. operational parameters, temperature and pressure
were varied between 35 to 45 °C and 10 to 200 bar, respectively. The extracts were analyzed
by quantification of total phenolics and antioxidant capacity. The highest extraction yield was
1.91% (w/w) at 40 °C and 200 bar, the total phenolics concentration was 8.91 mg GAE/g at 40
°C and 100 bar, antioxidant activity by ABTS was 188.5 uM TE/g ES at 35 °C and 100 bar and
42.47 yM DPPH TE/g at 35 °C and 200 bar. At the experimental conditions, pressure and
temperature, the solubility of the extracted compounds was not related to the capacity of SC-
CO; extraction. The results of antioxidant capacity would encourage to intensify the studies in

the application in food or pharmaceutical industries such as value-added natural extracts.

Keywords: Supercritical Extraction, supercritical carbon dioxide, Annona cherimola,

cherimoya peels, antioxidant capacity.



INTRODUCCION

Segun datos historicos, la chirimoya es nativa de los Andes de América del Sur, principalmente
del norte de Per( y sur de Ecuador, con gran diversidad en la provincia de Loja.! Estudios
recientes han demostrado que una fuente de antioxidantes naturales son los subproductos de
frutas y verduras, concentrados en la cascara y semillas®, resultando un potencial para ser
usados como fuente de compuestos bioactivos naturales, como ingredientes en nutracéuticos

y alimentos funcionales empleados en la dieta para mejorar la calidad de vida de las personas.

Tal es el caso de los subproductos del fruto de chirimoya (Annona cherimola), en particular,
la cascara contiene la mayor cantidad de compuestos bioactivos naturales’ como: acido L-
ascorbico (Vitamina C), a-tocoferol (Vitamina E), retinol (Vitamina A), B-caroteno, luteina y 3-
criptoxantina®, que contribuyen a la prevencion de enfermedades cardiovasculares,

neurodegenerativas, cancer, y otras relacionadas con el estrés oxidativo.8-1°

A pesar de la presencia de compuestos bioactivos en los subproductos y de la disponibilidad
de estos recursos, una de las limitaciones en la produccién y aplicacion de extractos vegetales
es el uso de solventes organicos, generalmente téxicos, que generan contaminacion al medio
ambiente y al extracto.!'2 La extraccion tradicional (soxhlet, maceracion, percolacién entre
otras) tiene algunas desventajas como el alto volumen y elevado costo del solvente, largos
tiempos de operacién y requerimiento de etapas posteriores para separar el extracto del
solvente.?*3 La tecnologia de extraccion con fluidos supercriticos (EFSC) ha sido probada
para reducir dichos problemas y limitantes, obteniendo un extracto de mejor calidad e inocuo,
reduciendo tiempos de extracciéon y evitando la degradacién de los compuestos causada por

el tratamiento térmico.112:14

La presente investigacion consiste en estudiar una nueva fuente de antioxidantes naturales
como es la cascara de chirimoya (A. cherimola) y la aplicacién de tecnologia supercritica para

su extraccion.

El presente trabajo de titulacién consta de cuatro capitulos, el primero es una recopilacién de
informacion y situaciéon actual, donde se describen los fundamentos para la investigacion. En
el segundo capitulo, se especifican los objetivos del proyecto; en el tercer capitulo, se detallan
los materiales y métodos para la obtencién de subproducto y extractos, asi como los métodos
de andlisis de los mismos. Finalmente en el cuarto capitulo, se exhiben los resultados y
discusiones, en cuanto al rendimiento de extraccién, cuantificacion de fenoles totales y

actividad antioxidante de los extractos.



Este estudio permitira aportar al desarrollo industrial en el sector alimentario, farmacéutico o
cosmeético a través del aprovechamiento de una nueva fuente de compuestos bioactivos,
cascara de chirimoya, mediante la técnica de extraccion supercritica de compuestos
antioxidantes, que podrian ser aplicados como extractos naturales y brindar valor afiadido a
productos procesados.

El objetivo general y los objetivos especificos del presente estudio, fueron cumplidos, se aplico
la tecnologia de extraccion supercritica con dioxido de carbono supercritico (CO2-SC) como
medio de extraccidn y se obtuvieron extractos con capacidad antioxidante a partir de la
cascara de chirimoya. Asi mismo, se determind el rendimiento de extraccion, contenido de
fenoles totales y capacidad antioxidante de los extractos, evaluando el efecto de presion y
temperatura del CO,-SC sobre la extraccion de compuestos antioxidantes de la cascara de

chirimoya.

Para llevar a cabo la investigacion, se inicié con la recoleccion de la materia prima para
posteriormente pasar por un tratamiento de desinfeccidn, secado y triturado. La extraccion se
realizé en el equipo de EFSC, los extractos obtenidos fueron evaluados a través del andlisis
de contenido de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y capacidad antioxidante por
los métodos ABTS y DPPH.

Esta investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Alimentos de la Universidad Técnica
Particular de Loja, la misma que cuenta con el equipo de EFSC, favoreciendo y facilitando su
realizacion; asi mismo, la materia prima se recolectd cerca de la ciudad de Loja. Una de las
limitantes en el desarrollo de la investigacion fue que la chirimoya es una fruta de temporada,
donde su cosecha se realiza entre los meses de noviembre a enero en Ecuador, es decir, es
necesario planificar adecuadamente el aprovisionamiento de la materia prima asi como su

conservacién hasta el uso en la experimentacion.



1. MARCO TEORICO



1.1. Generalidades de la chirimoya.

La chirimoya (A. cherimola) se caracteriza por su exquisito sabor, las hojas son utilizadas en
medicina tradicional como agente antimicrobiano e insecticida, ademas como un tratamiento
efectivo para trastornos digestivos como Ulceras de estbmago y de pancreas, y para

enfermedades de la piel.*®

La chirimoya es rica en antioxidantes como vitaminas A y C8, y su interés ha aumentado
debido a su alta concentracién de acetogeninas.'® El consumo regular de chirimoya puede
contribuir al aumento de la capacidad antioxidante del organismo, previniendo el desarrollo y

progresién de enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo.®-10
1.1.1. Origen.

Segun datos antropolégicos la chirimoya ha sido cultivada desde 1200 a. C. durante los
tiempos del Imperio Inca y fue un ingrediente activo en su alimentacién.®!’ El lugar de origen
es aun indefinido, sin embargo diferentes autores conducen que el origen de la chirimoya es
en Mesoamérica y en los Andes de América del Sur occidental, principalmente sur de Ecuador
y norte de Per(.1%1®20 | 3 provincia de Loja, en Ecuador, es el probable centro de
biodiversidad de chirimoyas, aqui existen bosques silvestres de gran nimero de ecotipos con
amplia diversidad genética.l’

1.1.2. Descripcion botéanica.

La chirimoya (Figura 1) es el fruto del arbol Annona cherimola perteneciente a la familia
Annonaceae. Es un arbol pequefio de 5 a 8 m de altura, de tronco corto y copa amplia mas o
menos redondeada. Es caducifolio, en zonas con inviernos suaves se torna perennifolio
facultativo, porque se mantiene siempre verde, a pesar de que sus hojas son renovadas cada
ano.'® La flor es hermafrodita, colgante y poco llamativa, compuesta por estambres y pistilos;
mientras que el fruto es de color verde y esta formado por la unién de los pistilos con el

receptaculo, dando origen al sincarpio que es la parte comestible (pulpa blanquecina).t®2°



Figura 1. Fruto de chirimoya
Fuente: Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).?!

1.1.3. Composicién quimica.
La chirimoya es una fruta con niveles altos de agua, proteinas, minerales, vitaminas Ay C,

hidratos de carbono, aminoacidos y azlcares que proporcionan valor calérico elevado.!®18-20

En la Tabla 1, se resume la composicién quimica de la chirimoya por cada 100 g de pulpa.

Tabla 1. Composicién nutricional de A. cherimola, por
cada 100 g de pulpa comestible.

Componente Contenido
Energia (Kcal) 90
Proteinas (g) 1
Lipidos totales (g) 2
Hidratos de carbono (g) 20
Fibra (g) 1.9
Agua (g) 76.9
Calcio (mg) 30
Hierro (mg) 0.6
Sodio (mg) 4
Potasio (mg) 382
Fosforo (mg) 21
Tiamina (mg) 0.08
Riboflavina (mg) 0.09
Equivalentes niacina (mg) 0.9
Vitamina C (mQ) 18

Fuente: Tablas de composicion de alimentos. 22
Elaboracion: La autora.

1.2.  Produccioén de chirimoya.

Debido a las propiedades benéficas que posee la chirimoya, su consumo ha incrementado y
por ende su produccién. A continuacion, se detalla la produccién mundial y nacional de la
chirimoya.



1.2.1. Produccién mundial.

A. cherimola es una especie de fruta que se encuentra en diferentes zonas subtropicales de
todo el mundo. Actualmente, Espafa es el primer productor mundial de chirimoya con 3 600
hectareas (ha) cultivadas al sur del pais, con una produccion alrededor de 50 000 toneladas
al afo.>2023

Sin embargo la produccion varia segun la regién y la demanda del producto. Otros paises con
importante produccién (aunque a menor escala) de chirimoya son: Peru, Chile, Bolivia,
Ecuador, Australia, Estados Unidos, Colombia, Sudéfrica, Israel, Brasil y México.2-24

1.2.2. Produccién en Ecuador.

En Ecuador existen alrededor de 467 ha cultivadas de chirimoya, con una produccion
alrededor de 1 000 kg/ha. Hasta el afio 2000, se reportaron producciones de 277, 270, 41y
39 toneladas de chirimoya en las provincias de Pichincha, Loja, Azuay e Imbabura,

respectivamente.?™

A pesar de que la produccion es baja frente a la demanda, se estan implementando programas

para potenciar su cultivo, debido a su reconocido beneficio.?
1.3. Subproductos de la industrializacién de frutas.

Actualmente los subproductos de frutas, no tienen valor comercial importante y resultan un
inconveniente por la disposicion final y por la contaminacién ambiental que generan, sin
embargo, luego de experimentaciones se ha demostrado que existe gran concentracion de
antioxidantes en la cascara y semillas de las frutas®®, que pueden conducir a nuevos

productos con aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.

Los subproductos de A. cherimola tienen gran potencial antioxidante, en particular, la cascara
(Figura 2.a.) contiene la mayor cantidad de compuestos bioactivos’ como: acido L-ascoérbico
(Vitamina C), retinol (Vitamina A), a-tocoferol (Vitamina E), luteina, B-criptoxantina y [3-
caroteno.® Asi mismo las semillas (Figura 2.b.), a mas de contener compuestos
antioxidantes®?®, tienen un contenido de aceite significativo (hasta 30% en peso) que se puede

utilizar para la produccién de biodiesel.?®



a. b.

Figura 2. Subproductos de chirimoya. a. Cascara; b. Semillas.
Fuente: La experimentacion.

1.3.1. Investigaciones previas.

Otros autores han realizado estudios para analizar la actividad antioxidante de la chirimoya,
tanto del fruto como de los subproductos (semillas y cascara). Por su parte, Gupta-Elera et
al.® analizo6 el contenido de antioxidantes del jugo, pulpa y cascara de chirimoya mediante el
ensayo de absorcion de radicales de oxigeno (ORAC); mostrando que el jugo posee la
actividad antioxidante mas alta con 98 085 ET/100 g, seguido de la cascara de chirimoya con
74 714 ET/100 g, mientras que la menor actividad se mostré en la pulpa con 6 004 ET/100 g.

Loizzo et al.”, evalué el contenido de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante de
la cdscara y pulpa de chirimoya. Demostrando que el extracto de la cascara tiene mejores
resultados que la pulpa, con un contenido fendlico de 14.6 mg equivalentes de &cido
clorogénico/100 g, y actividad de reduccion de radicales libres expresada como la
concentracion minima inhibitoria del 50% de radicales libres (ICso) de 57.7 mg/mL.

Otro estudio realizado por Albuquerque et al., de la actividad antioxidante, composicién
nutricional y compuestos bioactivos de la pulpa, cascara y semillas de cuatro cultivares de A.
cherimola de la isla de Madeira, mostré que la cascara contiene la mayor capacidad
antioxidante con ICso de 0.97 mg/mL, y fenoles totales de 19.6 mg EAG/100 g. Ni la pulpa ni
las semillas presentaron carotenoides, sin embargo, en la cascara se cuantificaron tres
carotenoides (luteina, B-criptoxantina y B-caroteno), la luteina fue el mas abundante con
valores entre 129 a la 232 ug/100 g. Asi mismo en la cascara se encontrd el contenido de
acido L-ascorbico més alto (4.41 mg/100 g).

1.4. Métodos de extraccion de compuestos bioactivos.

Existen dos métodos para la extraccién de compuestos a partir de una mezcla: extraccion

liquido-liquido y extracciéon sélido-liquido, estas técnicas dependen de las diferencias de



solubilidad de los componentes.?® En la Tabla 2, se muestran listadas algunas técnicas de

extraccion.

Tabla 2. Técnicas de extraccion de compuestos bioactivos.

Extraccion Solido — Liquido Liquido - Liquido
Soxhlet Extractor centrifugo
Clasica?’ Percolacién Columnas
Maceracion Columnas con agitacion

Asistida por ultrasonido
Asistida con pulsos eléctricos
Emergente?t Asistida por microondas Destilacion molecular
Asistida por altas presiones
Fluidos supercriticos

Elaboracién: La autora.

Las extracciones “tradicionales o clasicas”, poco a poco estan siendo reemplazadas por las
“emergentes”, debido a varias razones, como: el gran volumen, toxicidad y costo de
disolventes organicos, contaminacion, largos tiempos de operacion, requerimiento de etapas
posteriores para separar el extracto del solvente, entre otras't'314.28 pero quizas la razén mas
importante son las estrictas regulaciones legislativas sobre el limite en el uso de solventes en

productos para consumo humano.?®
1.2.1. Extraccion con fluidos supercriticos.

La técnica de EFSC en principio es similar a una extraccion “clasica”, con la diferencia de que
se utiliza un fluido supercritico como agente extractor en lugar de un solvente en estado
liquido.?® Para una extraccién exitosa, no s6lo se toma en cuenta la solubilidad de los

compuestos, sino también la resistencia de transferencia de masa.*?

Un fluido supercritico puede ser un liquido o un gas llevado a condiciones de presion y
temperatura por sobre sus valores criticos. Las propiedades del estado supercritico conllevan
a que el proceso se acerque mas a una “extraccion ideal”, es decir, rapida, simple, barata, no
contaminante, selectiva, aplicable a analitos termolabiles y obtencion de extractos finales
listos para el andlisis.*® Sin embargo, el Gnico inconveniente grave de EFSC son los costos
de inversibn en comparacion con las técnicas clasicas de extraccion, pero resulta

relativamente barato y muy simple cuando es ampliado a escala industrial.?®
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1.2.1.1. Fluido supercritico.

Fluidos supercriticos (FSC) pueden ser disolventes convencionales y no convencionales, los
cuales presentan propiedades intermedias entre liquidos y gases (Tabla 3) que pueden variar
con cambios en presién y temperatura.®

Tabla 3. Valores tipicos de densidad, viscosidad y difusividad para gases,
fluidos supercriticos y liquidos.

Fluido Densidad Viscosidad Difusividad
(g/mL) (Pa.s) (cm?/s)
Gases 103 10 101
Fluidos supercriticos 0.2-0.9 104 104
Liquidos 06-1.6 103 10°

Fuente: Extraccién con fluidos supercriticos: principios y aplicaciones al analisis de
residuos.3°

Un diagrama de fases permite conocer el estado de agregacion de una sustancia a cualquier
valor de presién y temperatura, en la Figura 3 se muestra un diagrama de fases en donde se
observan las curvas de fusién, sublimacion y vaporizacion frente a la presion y temperatura

donde se produce el cambio de estado correspondiente.

Presion

Fase solida
Fluido supercritico

Presion critica | Fase

Fase gaseosa
Temperaura

aitica
T Te

Temperatura

Figura 3. Diagrama de fases sélido/liquido/gas/fluido supercritico
Fuente: Extraccion con fluidos supercriticos en el proceso analitico.3!

La linea de vaporizacién desaparece en un punto del diagrama denominado punto critico (PC)
cuando se encuentran a presion y temperaturas “criticas” (Pc y T, respectivamente). Al PC se
lo define como aquel por encima del cual no se produce licuefaccion al presurizar, ni
gasificacion al calentar; es asi que en esta zona del diagrama no se la considera a la sustancia
ni como liquido ni como gas, y se dice que se encuentra en estado supercritico.?%3032 A partir
de este punto la densidad aumenta si la presibn aumenta a temperatura constante, o si la
temperatura disminuye a presion constante; este efecto se puede observar en el diagrama de

densidad reducida (pr) frente a presion reducida (Pr) (Figura 4) donde se muestran los
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cambios de densidad en las diferentes isotermas de temperatura reducida (Tr) y en las
cercanias del PC con pequefas variaciones de presion se dan grandes cambios de
densidad®, esto le da ventaja a la extraccion con fluidos supercriticos, pues se puede emplear
un mismo solvente para la extraccion de diferentes compuestos al modificar su poder de

extraccion.

2.0

=p/pe

Pr

1.0

0 1 Ll 11111
0.1 1.0 10.0

Fi=P/R

Figura 4. Variacion de la densidad en funcién de presion y
temperatura reducida en las cercanias del punto critico.
Fuente: Fundamentals of Supercritical Fluid Extraction.3?

Ademas, un fluido supercritico, presenta algunas ventajas como3:

e Propiedades hidrodinamicas muy favorables, debido a que la viscosidad de los FSC es

mucho mas baja que la de los liquidos.

e Alta penetrabilidad a través de solidos porosos y lechos empacados, debido a la baja

tension superficial.

e Ladensidad de los FSC esté estrechamente relacionada con la presion y en una menor

medida con la temperatura.

e Transferencia de materia mas favorable, debido a que la difusividad de los FSC es mayor
gue la de los liquidos.

Las condiciones de temperatura y presion criticas varian segun el disolvente (Tabla 4). En la
mayoria de técnicas de extraccion supercritica se utiliza dioxido de carbono (COy) porque es
seguro, de facil acceso, bajo costo, biocompatible y con parametros criticos suaves respecto
a compuestos termolabiles (T.= 31.08°C y P.= 73.8 bar®?). Sin embargo la polaridad del CO,-

SC es muy baja lo que dificulta la extracciébn de compuestos polares, por lo que existe la
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alternativa de adicionar pequefias cantidades de modificadores o sustancias polares como

etanol o agua, mejorando la capacidad solvente. 1123334

Tabla 4. Propiedades fisicas de algunos disolventes comunes utilizados en condiciones
supercriticas.

Punto de Constantes criticas

Fluido ebullicién Presién Temperatura Densidad
normal (° C) (bar) ()] (g/cm?)
Diéxido de carbono -78.5 73.8 31.1 0.468
Etano -88.0 48.8 32.2 0.203

Etileno -103.7 50.4 9.3 0.20

Oxido de nitrégeno -89.0 71.0 36.5 0.457
Amonio -33.4 112.8 132.5 0.240
Agua 100 220.5 374.2 0.272

Fuente: Natural extracts using supercritical carbon dioxide.3*
1.2.1.2. Proceso de extraccién supercritica.

El equipo de EFSC, principalmente consta de extractor (4), separadores (6), intercambiadores
de calor (3), bombas (2), valvulas (5) y condensadores (7), en la Figura 5 se muestra un
esquema del proceso tipico de extraccion. En la implantacién de este proceso los materiales
de construcciéon y accesorios deben soportar las condiciones de presién y temperatura a la

gue estén sometidos dependiendo del proceso.3!32

Themocouphe _— e E— h@{
Filter ™
vahe
3

5
4
Edmactor| B
zolid nmiter
Separtor

3 2 Q02 condenser

-+
Heater CO2 punyp

Liquad punp

Figura 5. Esquema tipico de extraccion con fluidos supercriticos.
Fuente: Supercritical antisolvent extraction of bioactive compounds from agroindustrial wastes.3®
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Generalmente, el proceso inicia con la impulsion del disolvente (CO2) mediante una bomba
de alta presion (2) hacia el extractor (4), donde se encuentra la muestra. La cAmara de
extraccion debe estar termostatizada (3) para controlar que se encuentre en las condiciones
de temperatura necesarias, asi mismo, la presién debe controlarse con una valvula de control
(5). Cuando el CO; llega al extractor (4) los componentes de la muestra son disueltos y
arrastrados hasta un separador (6) en donde precipitan debido a la disminucion del poder
solvente del CO; al reducir la presion. Si en el proceso se adicionan modificadores, éstos se
mezclan en un mezclador de lecho empacado en donde se alimenta continuamente el

solvente liquido y el CO,30-32
1.2.1.3. Ejemplos de extraccion supercritica de compuestos bioactivos.

En los ultimos afios la extraccion de compuestos hioactivos con FSC se ha desarrollado tanto
a escala de laboratorio como industrial, esto se debe a la gran importancia que tienen los
compuestos bioactivos para el consumo y/o servicio del ser humano. En la Tabla 5 se exhiben

algunas especies estudiadas.

Tabla 5. Compuestos bioactivos de algunas especies.
Condiciones supercriticas*

Nombre Nombre Parte Compuesto _ Tempe- Rendimien- Referen-
Comun Cientifico  usada bioactivo Presion  ~iira Co- to (%) cia
(MPa) (K) solvente
Aceite volatil y
Achiote 2@ Semillas  Oleorresina: 20-30 o3~ Etanol  1-45 3
orellana bixina y 333
norbixina
Cafeina,
Theobrom teobromina, 37
Cacao a cacao Fruto 4cidos grasos y 24.8 323 3-13
metilxantinas
Neral (o-Z citral)
. Aloysia . y geraniol _ 308 - . _ 38
cedron  yighyila  HY3S  (ORg-citral) y 197 318 0.6-15
spathulenol
Mango Mangifera Hojas compuestos 25 318 -- 1 39
indica fenodlicos
Maracu-  Passiflora . Lipidos, &cidos 317 - 13.7 - 20
ya edulis Semillas grasos. 20-30 343 27.7

* Condiciones supercriticas de ensayo o estudio
Elaboracion: La autora.

Los productos obtenidos mediante tecnologia de extraccion supercritica, ha ayudado a
aprovechar el potencial de diferentes matrices naturales, como en la extraccion de aceites

esenciales y oleorresinas de vegetales, extraccion de pigmentos, fraccionamiento de grasas,
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entre otros otros.®?3* Ademas los productos estan libres de residuos téxicos y poseen mayor
calidad que los obtenidos mediante técnicas tradicionales, por tanto, la EFSC es una

tecnologia econémicamente viable y ecolégicamente responsable.*

1.5. Antioxidantes.

Los antioxidantes son compuestos que poseen la facultad de proteger a las células contra el
dafio oxidativo cuando la produccion de especies reactivas de oxigeno excede la capacidad
antioxidante!® propia del organismo. El dafio o estrés oxidativo es responsable de ciertas
patologias incluyendo cancer, aterosclerosis, envejecimiento y enfermedades

neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer, entre otras.*?

La capacidad antioxidante de los compuestos bioactivos ejercen efectos reguladores sobre la
proliferacion celular y la citotoxicidad.*® Al ser la A. cherimola rica en antioxidantes como

vitamina C y A, puede ser considerada una fuente de ingredientes con beneficio para la salud.

1.5.1. Métodos de andlisis de capacidad antioxidante.

A continuacion se describen los métodos para la determinacién de fenoles totales y capacidad

antioxidante.

1.5.1.1. Determinacién de fenoles totales.

Los fenoles totales, permiten conocer la cantidad de compuestos fendlicos del compuesto. El
método comunmente usado es Folin-Ciocalteu, consiste en aplicar un reactivo (solucién de
acido fosfowolframico y acido fosfomolibdico) que oxida los compuestos polifendlicos a
fenolatos en medio alcalino, formando un complejo de molibdeno — tungsteno de color azul.
La coloracion azul posee una absorcion maxima de alrededor de 765 nm y es proporcional al
porcentaje de compuestos fendlicos.** Este método es usado preliminarmente a la
identificacion individual de compuestos mediante Cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) o Cromatografia de gases (CG).

1.5.1.2. Determinacion de capacidad antioxidante.

Los métodos para determinar la actividad antioxidante (AA) se basan en distintos sistemas
generadores de radicales libres, asi los radicales reaccionan con la muestra y en virtud de la
capacidad antioxidante de ésta se inhibira la generaciéon de los mismos.**4° Para conseguir
buenos resultados y definir la capacidad antioxidante de los compuestos, es necesario realizar
varios métodos ya que los procesos de oxidacion son complejos y se necesitan datos validos

para comparar e interpretar; los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH.*
15



1.5.1.2.1. Método ABTS.

En este método, el radical ABTS*" se genera a partir de su precursor el acido 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS).*® El radical catiénico obtenido es un compuesto de color
verde-azulado, estable y con un espectro de absorcion en el UV-visible a las longitudes de
onda de 645 nm, 734 nm y 815 nm.**4’ La adiciéon de antioxidantes al radical pre-formado lo
reduce a ABTS, de esta manera el grado de decoloracién como porcentaje de inhibicion del
radical ABTS** est4 determinado en funcién de la concentracién y el tiempo; asi como del

valor correspondiente usando Trolox como estandar, bajo las mismas condiciones.*’

1.5.1.2.2. Método DPPH.

El método se basa en el descenso de absorbancia a 517 nm, asociado a la desaparicion de
la forma radical del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).*¢ La capacidad de inhibicion del radical
DPPH se calcula a partir de una curva de calibrado por regresion lineal, asi se mide la
disminucion de la absorbancia de una disolucion estable del radical DPPH en presencia de
sustancias antioxidantes con grupos OH activos donadores de hidrogeno, capaces de

capturar radicales libres.*®
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2. OBJETIVOS
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2.1.

2.2.

Objetivo general.

Obtener extractos de compuestos bioactivos con capacidad antioxidante a partir de

cascara de chirimoya aplicando la tecnologia de extraccién supercritica.

Objetivos especificos.

Obtener extractos antioxidantes de la cascara de chirimoya utilizando diéxido de carbono

supercritico (CO».-SC) como medio de extraccion.

Determinar el rendimiento de extraccion, el contenido de fenoles totales por método de
Folin-Ciocalteu y capacidad antioxidante por los métodos ABTS y DPPH.

Evaluar el efecto de presién y temperatura del CO,—SC sobre la extraccion de
antioxidantes de la cdscara de chirimoya.

18



3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Materiales.

A continuacion se detalla la muestra y los reactivos utilizados en la presente investigacion.

3.1.1. Muestra.

En el presente estudio, se utilizo frutas de chirimoya (A. cherimola), proveniente del cantén
Olmedo en la provincia de Loja, region sur del Ecuador (Figura 6), recolectadas en el mes de
abril de 2016.

Canton Olmedo

[ ] Cantén Olmedo
[T Provincia de Loja

S

Figura 6. Mapa de la Provincia de Loja.
Elaboracion: La autora.

3.1.2. Reactivos.

Los reactivos utilizados para la obtencién de subproductos de chirimoya, extraccion vy,

determinacion de fenoles totales y capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) fueron:

e Obtencion de subproductos: Hipoclorito de sodio (CID: 23665760%°), Acido Citrico (CID:
311%9), Acido Ascérbico (CID: 546700674).

e Extraccién por maceracion dinamica: Hexano (CID: 8058%°), proveniente de Merk.

e Extraccion supercritica: CO- grado alimenticio 99,9% de pureza (Indura), Etilenglicol (CID:
174%) proveniente de LAQUIN S.A.
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e Cuantificacion de Fenoles totales: Folin-Ciocalteu 2N, Acido Galico (CID: 370*°) y Metanol
(CID: 887°) procedentes de Sigma-Aldrich, Carbonato de Sodio (CID: 10340%)
proveniente de Merk.

e Método ABTS: 2, 2-azinobis (3 — etilbenzotiazolina — 6 — &cido sulfénico) (CID:
9570474%), Persulfato de potasio (CID: 24412%), &cido — 6 - hidroxi — (2, 5, 7, 8
tetrametilcromano — 2 — carboxilico) (Trolox) (CID: 40634%), y Metanol (CID: 88749,
procedentes de Sigma-Aldrich.

e Método DPPH: 2, 2 difenil — 1 — pycrydrazyl (CID: 27350324°), &cido — 6 - hidroxi — (2, 5,
7, 8 tetrametilcromano — 2 — carboxilico) (Trolox) (CID: 40634%°), Metanol (CID: 8874),
provenientes de Sigma-Aldrich.

3.2 Métodos.

Para la realizacién de la presente investigacion, se aplicaron los métodos que se describen a

continuacion.
3.2.1. Obtencion de subproducto.

A las chirimoyas se las desinfectd con una solucion acuosa de hipoclorito de sodio al 0.1%
durante cinco minutos, luego de separar la cascara, se la sometié a un tratamiento con acido
citrico (0.2%) y acido ascoérbico (0.2%) para disminuir la degradacion o pardeamiento del
subproducto. Ademas, para evitar el deterioro de la muestra debido a la proliferacion de
microorganismos, se deshidrat6 la cdscara de las chirimoyas en estufa de tiro forzado a 60 °C
hasta alcanzar humedad inferior al 10%. Posteriormente, se tritur6 mediante un molino de
discos y fue tamizada (tamices Analysensieb) hasta un tamafio de particula inferior a 250 ym.
Finalmente las muestras se almacenaron a -20 °C de temperatura hasta su posterior uso. En

el Anexo A se presenta el procedimiento mencionado.
3.2.2. Obtencion de extractos mediante extraccion clasica o tradicional.

La metodologia de extraccion tradicional aplicada fue maceracién dinamica. Se pes6 por
duplicado 10 gramos de muestra deshidratada y se afiadié hexano en relacién 1:10 (p/v), la
maceracion se realizé con agitacion constante a temperatura ambiente durante 3 horas
(Figura 7.a.). Posteriormente se separaron las fases mediante filtracion al vacio (Figura 7.b.),
éste proceso de extraccion se repitié para aumentar la eficiencia. Finalmente la parte liquida

que posee compuestos lipofilicos (solubles en hexano), se evaporaron en el rotaevaporador
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a 40 °C a vacio (Figura 7.c.), el extracto final se almacen6 a -20 °C hasta su posterior analisis.
En el Anexo B se describe este procedimiento.

Figura 7. Procedimiento de extraccion tradicional. a. Maceracion dindmica; b.
Filtracion a vacio; c¢. Evaporacion.
Fuente: La experimentacion.

El rendimiento de extraccion (Ecuacion 1) se expresé como el porcentaje respecto al peso de

la muestra deshidratada:

peso extracto (g)

Rendimiento extraccion (%) = x 100 Ecuacion 1

peso muestra (g)
3.2.3. Obtencién de extractos mediante extraccidén supercritica.

Se aplico la técnica de extraccion con fluidos supercriticos, empleando CO, como medio de
extraccion. Se trabajé a presiones entre 100 y 200 bares para asegurar su estado supercritico,
debido a que la presion supercritica del CO, es 73.8 bares®; las temperaturas de extraccion
fueron entre 35y 45 °C, la temperatura maxima fue de 45 °C para evitar la degradacién térmica
de compuestos bioactivos causada por altas temperaturas y exposicion a la luz®*%%; el tiempo
de extraccion fue de 2 horas con un flujo continuo de 25 000 mL CO2/min (medidos a
condiciones ambientales). El rendimiento de extraccibn se expresé como el porcentaje

respecto al peso de muestra deshidratada (Ecuacion 1).

En la Figura 8, se muestra el diagrama del equipo de EFSC. Para iniciar, en el extractor (5)
se cargd la muestra, 40 gramos, y se procedié a establecer las condiciones de ensayo,
temperaturay presion. La temperatura se elevo y mantuvo utilizando una estufa de conveccién
forzada (4), dentro de la cual se encuentra dispuesto el extractor (5). Mientras que la presion
se alcanzé con un sistema de bombeo de CO; (3), la presion se elevé manteniendo la valvula
micrométrica (V3) en posicidn cerrada; una vez alcanzada la presién de operacion, esta se

mantuvo abriendo de forma controlada la valvula micrométrica (V3), supervisando en el

22



manometro (P3) que se mantenga constante. Por otro lado, el flujo de CO,-SC se regul6 con
la valvula dosificadora de la bomba (V2) y se supervisé en el medidor de flujo (7). Cuando las
condiciones de temperatura, presion y flujo se estabilizaron se comenzé a contabilizar el
tiempo de extraccion. Los compuestos solubles en CO»-SC continuamente fueron arrastrados
a través de la tuberia, pasando por la valvula micrométrica (V3), en donde ocurrié una caida
de presion que provoca la expansion del CO,, esta corriente de CO; y compuestos extraidos
se condujo al separador (6) que operé a presion entre 30-40 bares, aqui el CO; se expande a
fase de gas y los compuestos dejan de ser solubles. En el separador se recogieron

periddicamente los extractos, mientras que el CO, gaseoso paso por el medidor de flujo (7) y

se elimind a la atmdsfera. El Anexo C presenta este proceso.

Separador

Calefactor &

P P e )
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Medidor
de flujo

.h__‘
vf\_ A
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Figura 8. Diagrama del equipo de extraccion de fluidos supercriticos. P, Manémetros; V, valvulas.
Fuente: Basado en el equipo de FSC del Laboratorio de Alimentos de la UTPL.
Elaboracion: La autora.

3.2.4. Determinacién de fenoles totales.

Para la determinacion de fenoles totales se aplic6 el método de Folin-Ciocalteu descrito por
Thaipong, K. et al.®?, se midié la absorbancia mediante Espectrofotémetro UV-visible
(Jenway®) y se emple6 una curva de calibracion de acido galico de 0 a 100 mg/L.

En un vial se mezclaron 150 pL de extracto diluido en metanol, 2400 yL de agua'y 150 uL de
Folin-Ciocalteu 0.25 N, se agité durante 5 minutos en vortex y se dejé reposar en la oscuridad
por 3 minutos para su reaccion, luego se agregaron 300 yL de carbonato de sodio 1 Ny
durante 2 horas reposo en la oscuridad. Las absorbancias fueron leidas a 725 nmy los valores

fueron reemplazados en la ecuacion de regresion lineal de la curva de calibracion. Los
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resultados se expresaron en miligramos equivalentes de &cido gélico por cada gramo de
extracto seco (mg EAG/g ES). En el Anexo D se muestra el proceso mencionado.

3.2.5. Determinacién de capacidad antioxidante.

Los extractos se diluyeron en metanol hasta una concentracion de 1 000 ppm (p/v) para
determinacién con ABTS, y 10 000 ppm (p/v) para determinacion con DPPH; se sonicaron en
el ultrasonido (Fisher Scientific Mod. FS 20D) hasta su completa disolucion.

3.2.5.1. Determinacién con ABTS.

Se siguié el método descrito por Arnao, M. et al.>® con ajustes descritos por Thaipong, K. et
al.%2, se preparé una solucién patrén (SP) que es la mezcla de 7.4 mM de ABTS y 2.6 mM de
persulfato de potasio que reaccionan durante 12 horas. Después, se preparé la solucion de
trabajo (ST) que consiste en la mezcla de 1 mL de SP y 60 mL de metanol aproximadamente
hasta obtener 1.1 + 0.02 de absorbancia a longitud de onda de 734 nm. Para analizar los
extractos, se mezclaron 150 pL de la muestra diluida con 2850 uL de ST, se dejo6 reposar por
2 horas y se leyd la absorbancia a longitud de onda de 734 nm. Los valores fueron
reemplazados en la ecuacion de regresion lineal de la curva de calibracion de 0 a 800 uM de
Trolox. Los resultados se expresaran en micromoles equivalentes de Trolox (ET) por gramo

de extracto seco (UM ET/g ES). En el Anexo E se presenta este procedimiento.
3.25.2. Determinacién con DPPH.

La técnica se bas6 en la descrita por Brand-Williams et al.*®, con algunas modificaciones
descritas por Thaipong, K. et al.>?, se prepar6 la solucién patrén (SP), disolviendo 12 mg de
DPPH en 50 mL de metanol y se almacené a -20 °C hasta su uso. Luego, se prepar6 la
solucion de trabajo (ST) mezclando 10 mL de SP y 45 mL de metanol hasta obtener 1.1 + 0.02
de absorbancia medidos a longitud de onda de 515 nm.

Para el analisis, se mezclaron 150 uL de la muestra diluida con 2850 uL de ST y se dejo
reposar por 24 horas en la oscuridad, finalmente se leyé la absorbancia a longitud de onda de
515 nm. Los valores fueron reemplazados en la ecuacién de regresion lineal de la curva de
calibracion de 0 a 800 pM de Trolox. Los resultados se expresaran en micromoles
equivalentes de Trolox (ET) por gramo de extracto seco (UM ET/g ES). En el Anexo F, se

exhibe la metodologia mencionada.
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3.2.6. Analisis estadistico.

La experimentacion se realizd siguiendo un disefio factorial multinivel de 3x3 con una
repeticion y dos puntos centrales, en total fueron 20 ensayos. Se evalud el posible efecto de
temperatura y presion del CO. sobre rendimiento de extraccion, fenoles totales y capacidad
antioxidante por los métodos DPPH y ABTS. Los parametros de estudio se muestran en la
Tabla 6.

Tabla 6. Parametros de estudio para pruebas de
extraccion supercritica.

Temperatura Presién Densidad CO;
°C Bar g/cm?3
35 100 0.7108
35 150 0.8153
35 200 0.8663
40 100 0.6226
40 150 0.7801
40 200 0.8402
45 100 0.4966
45 150 0.7412
45 200 0.8129

Fuente: La experimentacion.
Elaboracién: La autora.

La influencia de cada parametro se evalué mediante un analisis de varianza ANOVA con un
nivel de significancia de 0.05. El andlisis estadistico se realiz6 con el software estadistico
Stathgraphics v.16°.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1. Obtencién de subproducto.

El subproducto obtenido, cidscara de chirimoya, resultd de la separacion del fruto. En la Figura
9.c. se muestra la cascara de chirimoya en su forma final con tamafio de particula inferior a
250 um.

Figura 9. a. Fruto de chirimoya; b. Cascara de chirimoya; c. C4scara en polvo.

Fuente: La experimentacion.

Elaboracion: La autora.

En la Tabla 7 se presentan los rendimientos de la cascara deshidratada mediante estufa. El
25.45% representa el rendimiento del subproducto fresco respecto al fruto fresco, el 6.5%
corresponde al subproducto deshidratado respecto al fruto fresco, el contenido de humedad
del subproducto fresco fue de 74.47%; y luego de la deshidratacion, la humedad final fue

6.5%.

Tabla 7. Rendimiento y contenido de humedad de la cascara
fresca y deshidratada.

Descripcién Cantidad (%)
Céscara fresca 25.45
Céscara deshidratad 6.499
Humedad en fresco 74.47
Humedad en seco 6.50

Fuente: La experimentacion.
Elaboracion: La autora.

3.2. Obtencidn de extractos de céascara de chirimoya.

Los extractos obtenidos mediante la técnica de EFSC presentaron una coloracion amarillenta,
olor citrico caracteristico de la chirimoya y consistencia grumosa y pegajosa debido a que los

componentes extraibles con CO,-SC son principalmente lipofilicos®, en la Figura 10.a. se
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muestra el extracto recogido en el separador. Por otro lado, los extractos obtenidos mediante
la técnica de maceracion dinamica, se presentaron de color amarillento, olor a solvente
organico (Hexano) y de consistencia solida, en la Figura 10.b. se observa el extracto luego de
la evaporaciéon. Cabe indicar, que los extractos supercriticos estan visiblemente libres de
solventes, a diferencia de los extractos por maceracion que poseen trazas de solvente y
necesitarian una etapa posterior para su eliminacién, ademas el extracto supercritico posee
antioxidantes naturales que no alteran el aroma, sabor o color de los productos alimenticios®*,

haciéndolo de interés para la industria.

Figura 10. Extractos de cascara de chirimoya. a. Extracto en separador del equipo de
FSC; b. Extracto en balén luego de evaporacion con hexano.

Fuente: La experimentacion.

Elaboracién: La autora.

3.2.1. Rendimiento de extraccion.

Los valores de rendimiento de extraccion supercritica estuvieron comprendidos entre 0.78%
a 1.91%, y el rendimiento de extraccién por maceracion dindmica fue de 2.32% como se
muestra en la Figura 11. La extraccion tradicional, obtuvo rendimiento similar a la EFSC, sin
embargo, la extraccion supercritica fue de corta duracion y el extracto obtenido esta libre de

solventes, ventajas de ésta extraccion.>
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Figura 11. Rendimientos de extraccién de cascara de chirimoya.
Fuente: La experimentacion.
Elaboracion: La autora.

El ANOVA (Anexo G) mostré que ninguno de los factores estudiados en las condiciones
probadas tuvo efecto significativo (P<0.05) sobre el rendimiento de extraccion. Sin embargo,
en la Figura 12, se observa que en las curvas de rendimiento en funcién de temperatura para
cada presion existe un punto de quiebre a temperatura de 40 °C, aqui se evidencia que a
temperaturas inferiores (35 °C) y superiores (45 °C) cambia la solubilidad de los compuestos,
a 35-40 °C el aumento de presion disminuye el rendimiento, luego a 40-45 °C la disminucion
de presién aumenta el rendimiento. La razén de dicho efecto, posiblemente se debe a que no
se trata de un solo compuesto extraido, sino de una mezcla de compuestos solubles en CO,-
SC.> El poder disolvente del CO,-SC, esta influenciado por sus propiedades de transporte
como viscosidad y difusién®, las mismas que estan ligadas con la influencia de la temperatura
y presion. Por lo cual, segun la naturaleza del compuesto, la solubilidad aumenta o disminuye,
segun las condiciones de operacién y se alteran en presencia de mezclas complejas de

compuestos, como es el caso de extractos naturales.
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Figura 12. Rendimientos de extraccion frente a Temperatura y Presion.
Fuente: La experimentacion.
Elaboracion: La autora.

Si de la figura anterior se extraen los puntos a 40 °C y diferentes presiones (Figura 13), se
observa el efecto de presién a temperatura constante (40 °C), donde el incremento de presiéon
significa un aumento en el rendimiento, debido a que si la presion aumenta a temperatura
constante, aumenta la densidad y se mejora la capacidad de extraccion con CO2-SC.%%7
Ademas, en la Figura 13 se observa que la curva tiende a ser constante a los 200 bares, por

lo cual, un incremento de presién no va a variar significativamente el rendimiento
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Figura 13. Efecto de presion a temperatura constante frente a rendimiento.

Fuente: La experimentacion.
Elaboracién: La autora.
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3.2.2. Cuantificacion de fenoles totales.

La concentracion de fenoles totales en la cascara de A. cherimola, se presenta en la Figura
14. El contenido de fenoles totales se encontrd en un rango de 2.86 a 8.91 mg EAG/g ES. El
ANOVA (Anexo G) mostré que los factores de estudio no poseen efecto significativo (P<0.05)
sobre la concentracion de fenoles, sin embargo, la extraccién supercritica a condiciones de
40 °C de temperatura y 100 bares de presion, dio un valor estadisticamente iguales al obtenido
con la extraccion tradicional de 7.47 mg EAG/g ES.
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Figura 14. Concentracion de fenoles totales en extracto de cascara de chirimoya.
Fuente: La experimentacion. Anexo D.
Elaboracion: La autora.

Debido a que no se han reportado estudios de extraccion supercritica de compuestos de
subproductos de chirimoya, se realiz6 la comparacion con resultados de extracciones
tradicionales. En la Tabla 8, se exhiben las concentraciones de fenoles totales obtenidos en
mg EAG/100 g MBH, las mismas que son inferiores a las reportadas por Albuguerque et al.
(entre 17.0 £ 0.12 2 19.6 + 0.15 mg EAG/100 g M)8, y Loizzo et al. (14.6 + 1.1 mg EAC/100 g
M)’; ésta diferencia se debe a que los autores realizaron sus estudios con la fraccién
hidrofilica, mientras que en el presente trabajo se analizé la lipofilica debido a que el CO,-SC
extrae compuestos apolares.> Cabe indicar que en el presente estudio, es evaluado el
extracto final para su posible aplicacion en la industria, razén por la cual la concentracion de

fenoles se expresa por la cantidad de extracto seco.
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Tabla 8. Concentracion de fenoles totales.

Experimento mg EAG/g ES mg EAG/100g MBH
T: 35 °C; P: 100 bar 2.86 0.7026
T: 35 °C; P: 150 bar 6.52 2.2134
T: 35 °C; P: 200 bar 6.03 1.6705
T: 40 °C; P: 100 bar 8.91 1.6802
T: 40 °C; P: 150 bar 5.56 2.3808
T: 40 °C; P: 200 bar 5.13 2.3739
T: 45 °C; P: 100 bar 5.56 1.6748
T: 45 °C; P: 150 bar 6.61 2.4084
T: 45 °C; P: 200 bar 4.95 1.4173

Fuente: La experimentacion.
Elaboracion: La autora.

Los extractos obtenidos poseen un contenido fendlico importante, pese a las posibles
interferencias en la extraccién. No se puede elegir la mejor condicién de extraccion, sin
embargo el valor promedio mas alto fue a 40 °C de temperatura y a 100 bares de presién, con
una concentracion fendlica de 8.91 mg EAG/g ES. A estas condiciones, la densidad es baja
por lo cual disminuye la solubilidad®®%’, sin embargo, la alta solubilidad no esta relacionada
con la calidad del extracto, ya que al ser mayor también se extraen otros compuestos
contenidos en la cascara de chirimoya solubles en CO,-SC.%%

3.2.3. Actividad antioxidante.

La capacidad antioxidante por el método ABTS de los extractos supercriticos se encuentran
en el rango de 74.02 a 188.5 uM ET/g ES; mientras que el extracto por maceracién dinamica
resulto inferior y estadisticamente diferente con un valor de 78.8 yM ET/g ES, como se

muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Capacidad antioxidante por ABTS de extractos de cascara de chirimoya
Fuente: La experimentacion. Anexo E.
Elaboracién: La autora.

La concentracion de actividad antioxidante por el método de DPPH de los extractos
supercriticos esta en el rango de 4.17 a 42.47 uM ET/g ES; mientras que la concentracion del
extracto por maceracién dindmica posee 47.49 uM ET/g ES, como se muestra en la Figura

16. En el Anexo F se presentan los valores obtenidos.
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Figura 16. Capacidad antioxidante por DPPH de extractos de cdscara de chirimoya.
Fuente: La experimentacion. Anexo F.
Elaboracién: La autora.
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Debido a que los valores medios de concentracién de actividad antioxidante presentaron
coeficientes de variacién importantes, no se puede definir la mejor condicion de extraccion,
ademas, el ANOVA mostré que los factores estudiados no tuvieron efecto significativo
(P<0.05) sobre la capacidad antioxidante. Sin embargo, se establece que los valores
obtenidos de extractos por maceracién dindmica son inferiores o muy cercanos a los extractos

supercriticos, por lo cual la EFSC mejora la selectividad para extraer compuestos de interés.

Los resultados de capacidad antioxidante, exhiben que la temperatura éptima de extraccion
es a 35 °C, mientras que la presién para ABTS y DPPH es a 100 y 200 bares, respectivamente.
Esto se debe a que la solubilidad de los compuestos esta en funcién a las condiciones de
operacion®’°8; seria necesario realizar un andlisis quimico para conocer el tipo de compuestos
presentes y asi, posiblemente, efectuar una separacion fraccionada con incremento de
presidn, ya que seria un proceso de precipitacion selectiva de diferentes familias de

compuestos’? y los extractos supercriticos poseeran mayor actividad antioxidante.
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CONCLUSIONES

Fue posible aplicar tecnologia de extraccion con fluidos supercriticos para obtener
extractos con capacidad antioxidante a partir de la cascara de chirimoya, utilizando
CO,-SC como medio de extraccion.

El rendimiento de extraccion mas alto fue 1.91% (peso extracto/peso de cascara) a
condiciones del CO,-SC de 40 °C de temperatura y 200 bares de presion.

El contenido de fenoles totales mas alto fue 8.91 mg EAG/g ES a 40 °C de temperatura

y 100 bares de presion.

Las medidas de actividad antioxidante por los métodos ABTS y DPPH fueron 188.5
MM ET/g ES y 42.47 uM ET/g ES, respectivamente. La mejor temperatura de
extraccion fue a 35 °C en ambos casos, mientras que el efecto de presion fue diferente,
a 100 bares alta capacidad antioxidante por ABTS y a 200 bares alta actividad

antioxidante por DPPH.

La solubilidad de los compuestos en CO,—SC se modifico al variar los parametros de
presion y temperatura ya que la densidad del solvente cambia. No hubo relacion en el
efecto de los pardmetros de estudio con la solubilidad de los compuestos.
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RECOMENDACIONES

Realizar andlisis cromatogréfico HPLC para conocer la composicion y pureza de los

extractos.

Establecer un buen sistema de aprovisionamiento de materias primas y de su

conservacion.

Prolongar el estudio de chirimoya para la incorporacién de compuestos bioactivos en

la industria.

Identificar productos a los cuales se pueda agregar el extracto, como ingrediente

bioactivo, para generar valor afiadido.

Realizar un andlisis econémico del proceso de extraccidn supercritica para evaluar la

factibilidad a mayor escala.
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Anexo A. Obtencién de subproducto de chirimoya

Lavado

* Hipoclorito de sodio 0.1%
» Tiempo: 5 minutos

Separacioén de la cascara

Tratamiento

« Acido citrico 0.2% y Acido ascorbico 0.2%
* Tiempo: 5 minutos

Deshidratacion

« En estufa de tiro forzado a 60 °C
* Humedad < 10%
*Almacenamiento a -20 °C

Trituracién y Tamizado

* Molino de discos
» Tamano de particula = 250 ym hasta 500 ym

Almacenamiento
* Temperatura: -20 °C

42



Anexo B. Esquema de extraccion mediante maceracion dinamica

293 Ext

10 g muestra

\
Adicionar 100 mL

raccion

T Hexano (relacion

1:10 p/v)
Maceraciéon
dinamica durante
3 horas a
temperatura
- ambiente )

™

Filtracion al vacio

|

Parte sélida

L N
Parte liquida

(de las dos
extracciones)

\_"7_/

Almacenar

e *Ii )
~
Y,
~ 7
J

Evaporacion en
rotaevaporador a
40 °C a vacio.

~

Almacenar -20 °C
hasta su analisis
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Anexo C. Esquema de extraccion mediante FSC.

40 g muestra en extractor

/

[

Fijar condiciones de
ensayo (Ty P)

/

f Temperatura: sistema de
calentamiento

kPresi(')n: Sistema de bombeo/

4 Y
Estabilizacion de Py T
con valvula micrométrica

\ /
S A

|

Inicio de extraccion
o /

N
( Tiempo: 2 horas

Flujo: 25000 L/min* (regular
con valvula dosificadora) |
,/

\\

3

{ Recolecciéon de extracto
L periodicamente

/
A

(Cada: 5 min, 10 min, 20 min, |
ﬁ 30 min, 1 hora, 1:30 hora, 2

L horas. )

/ N
Apagar bomba, cerrar |
véalvula de paso del CO,,
despresurizar (a las
mismas condiciones de
flujo y temperatura) y
desmontar equipo.

* Condiciones ambientales.
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Anexo D. Cuantificacion de fenoles totales. Método Folin-Ciocalteu.
1. Preparacion de curva de calibracion

(" Soluciéon madre

T A~ 7 - FYTEER)
(SM) de acido 20 mg &cido gélico
galico ———— aforado con 10 mL de
— - Concentracion: L MeOH |
Preparacion de . 2000 ppm
curvade — — ~ . - _
\ calibracién ) Tomaéslllggggas de p— . g Seguir
- ) . , Aforar con 10 procedimiento
concentraciones de: mL de MeOH para lectura de
100, 80, 60, 40, 20, ) muestras
10,5y 0 ppm ** N
‘2000 ppm 100 ppm 80 ppm 60 ppm & & 10 ppm ‘ 5 ppm ‘ 0 ppm
0.5mL+ 8mL+ 7.5mL+ 6.67 mL + S5mL+ 5mL+ S5mL+
9.5 mL MeOH 2 mL MeOH 2.5mLMeOH 3.33mLMeOH 5 mLMeOH 5 mLmMeOH 5 mLmMeOH 10mL MeOH
0.50
0.40
y = 0.0043x + 0.0152
8
£ 0.20
2
2 0.10
<
0.00
0 20 40 60 80 100
Concentracion, mg/L
Concentracion, Abs. 1, Abs.2, Abs.3, Absprom,
ppm nm nm nm nm
103 0.447 0.447 0.447 0.447
82 0.373 0.373 0.373 0.373 Pendiente= 0.0043
62 0.291 0.290 0.291 0.291 Interseccion= 0.0152
41 0.223 0.224 0.224 0.224 R2=0.9924
21 0.094 0.096 0.095 0.095
10 0.048 0.047 0.048 0.048
5 0.042 0.044 0.043 0.043
0 0.007 0.008 0.008 0.008
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2. Lectura de muestras

s N e N 4 (

| Adicionar 2400 pL de . : ;
| agua destilada y 150 piL | Agitar durante 5 minutos

| Lectura de muestras: ; Tomar 150 pL de

\ muestra | de Folin-Ciocalteu 0.25 N | en el Vortex
/_ - - ' - \ o - - ' -
Mezclar y dejar que o Durante 3 minutos dejar
Leer la absorbancia de ' reaccione por 2 horas en | Adicionar 300 uL de | que reaccione en la
' muestras a 725 nm ‘ la oscuridad a | Na,CO; 1IN : oscuridad a temperatura
| temperatura ambiente ambiente

| | \ ) \ ) \
\ S \ / . — — _ \

Nota: Las absorbancias obtenidas se reemplazan en la ecuacion de regresion lineal resultante de la curva de calibracion para determinar la
concentracion.

3. Datos de cuantificacion de fenoles totales.
3.1. Extractos por maceracion dinamica con hexano

Muestra Abs.1,nm Abs.2,nm Abs.3,nm Absprom,nm X, mgEAG/L C,L/gES x, mgEAG/gES xprom, mgEAG/gES

M1 0.346 0.345 0.344 0.345 76.698 0.092 7.075
0.347 0.349 0.347 0.348 77.318 ' 7.133
M1.1 0.177 0.179 0.180 0.179 38.016 0185 7.014
0.184 0.185 0.186 0.185 39.488 7.286 2 470 £ 0343
M2 0.328 0.326 0.326 0.327 72.434 0110 7.969 ’ a '
0.311 0.311 0.312 0.311 68.868 ' 7.576
M2 1 0.167 0.170 0.170 0.169 35.767 0220 7.870
0.168 0.168 0.169 0.168 35.612 7.836
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3.2.

Extractos supercriticos

X prom,
Extractos Abs. 1, nm Abs.2,nm Absprom,nm X, mgEAG/L x, mgEAG/mgES x, mgEAG/gES mg EAG/g ES
EC1 P: 150 bar 0.047 0.045 0.0460 7.163 0.007 7.163 8616 + 145
T:35°C 0.059 0.058 0.0585 10.070 0.010 10.070

EC2 P: 150 bar 0.047 0.048 0.0475 7.512 0.008 7.512 6930 + 058
T.45°C 0.042 0.043 0.0425 6.349 0.006 6.349

£C3 P: 100 bar 0.061 0.061 0.0610 10.651 0.011 10.651 10651 + 000
T:40°C 0.061 0.061 0.0610 10.651 0.011 10.651

EC4 P: 100 bar 0.046 0.049 0.0475 7.512 0.008 7.512 7512 + 000
T.45°C 0.047 0.048 0.0475 7.512 0.008 7.512

EC5 P: 200 bar 0.051 0.049 0.0500 8.093 0.008 8.093 6.756 + 1.34
T:35°C 0.038 0.039 0.0385 5.419 0.005 5.419

£C6 P: 150 bar 0.044 0.043 0.0435 6.581 0.007 6.581 6930 + 035
T:40°C 0.046 0.047 0.0465 7.279 0.007 7.279

EC7 P: 200 bar 0.038 0.039 0.0385 5.419 0.005 5.419 5128 + 029
T:40°C 0.038 0.034 0.0360 4.837 0.005 4.837

FCs P: 150 bar 0.039 0.038 0.0385 5.419 0.005 5.419 6.465 + 1.05
T.40 °C 0.047 0.048 0.0475 7.512 0.008 7.512

FC9Y P: 200 bar 0.038 0.038 0.0380 5.302 0.005 5.302 5593 + 0291
T.45°C 0.040 0.041 0.0405 5.884 0.006 5.884

EC10 P: 100 bar 0.025 0.024 0.0245 2.163 0.002 2.163 3442 + 1279
T:35°C 0.037 0.034 0.0355 4.721 0.005 4.721

FC11 P: 150 bar 0.036 0.034 0.0350 4.605 0.005 4.605 4430 + 0174
T:35°C 0.031 0.036 0.0335 4.256 0.004 4.256

FC12 P: 150 bar 0.043 0.045 0.0440 6.698 0.007 6.698 6291 + 0407
T:45°C 0.041 0.040 0.0405 5.884 0.006 5.884

FC13 P: 100 bar 0.047 0.045 0.0460 7.163 0.007 7.163 7163 + 0.000
T:40°C 0.046 0.046 0.0460 7.163 0.007 7.163
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FC14 P: 100 bar 0.026 0.024 0.0250 2.279 0.002 2.279 3616 + 1.337
T:45°C 0.037 0.036 0.0365 4.953 0.005 4.953

FC15 P: 200 bar 0.035 0.036 0.0355 4.721 0.005 4.721 5302 + 0581
T:35°C 0.042 0.039 0.0405 5.884 0.006 5.884

FC16 P: 150 bar 0.036 0.036 0.0360 4.837 0.005 4.837 4721 + 0116
T:40°C 0.034 0.036 0.0350 4.605 0.005 4.605

FC17 P: 200 bar 0.032 0.031 0.0315 3.791 0.004 3.791 5128 + 1.337
T:40 °C 0.043 0.043 0.0430 6.465 0.006 6.465

FC18 P: 150 bar 0.036 0.034 0.0350 4.605 0.005 4.605 4140 + 0465
T:40°C 0.031 0.031 0.0310 3.674 0.004 3.674

FC19 P: 200 bar 0.043 0.043 0.0430 6.465 0.006 6.465 6.465 + 0.000
T:45°C 0.044 0.042 0.0430 6.465 0.006 6.465

FC20 P: 100 bar 0.021 0.022 0.0215 1.465 0.001 1.465 2979 + 0814
T:35°C 0.027 0.03 0.0285 3.093 0.003 3.093
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Anexo E. Cuantificacién de actividad antioxidante. Método ABTS.

1. Preparacion de solucién madre y de trabajo

e — e

Pesar 40.6 mg de
7.4 mM ABTS —— ABTS aforar a 10 ml —
con agua destilada Mezclar
o ., - - volimenes
Solucién iguales y
madre (SM) dejar
AN [ Pesar70mgde | reaccionar
)\ per2§5|fr2tl\él de — Persulfato de Potasio / por 12
Preparacion Potasi aforar a 10 ml con horas
de g otasio agua destilada | )
soluciones
- ‘TomarimLde |, (A
Solucién de omar - m- ge Medir absorbancia justar a
trabajo (ST) SM y adicionar a 734 nm 1.1+0.02
J | 60 ml MeOH nm
- - - T E—— > ~ S ,z‘ — A
2. Preparacion de curva de calibracién
Tomar alicuotas
Soluciéon madre Pesar 12.5 mg p?ra_ Seguir
SM) de Trélox A concentraciones D
(SM) 5 de Trélox y de 800, 600, 400, procedimiento
Concentracién: aforar a 50 mL 200, 100, 50, 25. para lectura de
con MeOH
&&&iiiiﬂ&ﬂ
amL+ 75mL+ 6.67mL+ Sml+ 5mlL+ 5ml+ SmL+ 5mL+ 10mLMeOH

2mLMeOH  25mLMeOH 3.33mLMeOH 5 mL MeOH 5 mL MeOH 5 mL MeOH 5 mL MeOH 6 mL MeOH
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o
Eog L oo % y = -0.0012x + 0.9562
< T e, R2=0.9911
% 06 .............
O ®
S e
204 Tl
< e
0.2 &
o .
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracién, uyM
Concentracion, Abs. 1, Abs. 2, Abs prom,
MM nm nm nm
766 0.002 0.003 0.0025
575 0.226 0.226 0.226
383 0.52 0.521 0.5205 Pendiente = -0.0012
192 0.737 0.739 0.738 Interseccion = 0.9562
96 0.875 0.873 0.874 R2=0.9911
48 0.856 0.855 0.8555
24 0.874 0.874 0.874
10 0.956 0.956 0.956
0 0.976 0.976 0.976

3. Lectura de muestras

{Tomar 150 pL de muestra (extracto o

estandares)
-
Adicionar 2850 pL de solucion de trabajo
ABTS
-
Agitar y dejar que reaccione por 2 horas en la
oscuridad a temperatura ambiente
-
N

{Leer la absorbancia de muestras a 734 nm

Nota: Las absorbancias obtenidas se reemplazan en la ecuacion de regresion lineal resultante
de la curva de calibracion para determinar la concentracion.
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4. Datos de cuantificacion de AA.

4.1. Extractos por maceracion dinamica con hexano.

Muestra Abs.1,nm Abs.2,nm Abs.3,nm Absprom,nm X uyMET/IL C,L/gES x,uMET/gES

X prom, uM ET/g ES

ML 0.099 0.099 0.100 0.099 714.056 0.092 65.872
0.104 0.103 0.104 0.104 710.444 ' 65.539
ML.1 0.435 0.435 0.437 0.436 433.778 0185 80.033
' 0.456 0.456 0.455 0.456 417.111 ' 76.958 78.805 + 9283
M2 0.140 0.141 0.140 0.140 679.889 0110 74.797 ' - '
0.151 0.152 0.153 0.152 670.167 ' 73.727
M2 1 0.421 0.421 0.422 0.421 445.722 0.220 98.071
' 0.434 0.436 0.437 0.436 433.778 ' 95.443
4.2. Extractos supercriticos.
Extractos Abs.1,nm Abs.2,nm Absprom,nm X, uMET/L x, yMET/mgES x, uM ET/gES x prom, uM ET/g ES
P: 150 bar 0.793 0.792 0.793 136.417 0.136 136.417
FC1 : + 43
¢ T:35°C 0.898 0.895 0.897 49.750 0.050 49.750 93.083 3.333
P: 150 bar 0.777 0.777 0.777 149.333 0.149 149.333
+
Fe2 T:45°C 0.761 0.762 0.762 162.250 0.162 162.250 155792+ 6.458
P: 100 bar 0.803 0.804 0.804 127.250 0.127 127.250
+
Fes T.40 °C 0.730 0.732 0.731 187.667 0.188 187.667 157.458 = 30.208
P: 100 bar 0.782 0.784 0.783 144.333 0.144 144.333
+
Fc4 T:45°C 0.767 0.765 0.766 158.500 0.159 158.500 151417+ 7.083
P: 200 bar 0.872 0.874 0.873 69.333 0.069 69.333
+
FCS T:35°C 0.906 0.905 0.906 42.250 0.042 42.250 5192 x  13.542
P: 150 bar 0.821 0.821 0.821 112.667 0.113 112.667
+
FCo T:40°C 0.881 0.880 0.881 63.083 0.063 63.083 87875 +  24.792
P: 200 bar 0.816 0.817 0.817 116.417 0.116 116.417
+
FC7 T:40°C 0.829 0.825 0.827 107.667 0.108 107.667 112042 = 4375
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o TEw o o o e o I mor s am
o DEM ome o ome im0l W e . s
oo TIOW o owe o man  pm O g am
ou TEOM 0m o omeommmom 2l g . s
ou TIOW omom pm pm o pw 0 . m
oo TEOW oo by me b W e . am
P:100b 0.796 0.795 0.796 133.917 0.134 133.917
Fe14 T: 45 °Car 0.852 0.851 0.852 87.250 0.087 87.250 110583+  23.333
P:200b 0.791 0.788 0.790 138.917 0.139 138.917
FC15 T:35 °Car 0.882 0.881 0.882 62.250 0.062 62.250 100583+ 38.333
P:150b 0.685 0.683 0.684 226.833 0.227 226.833
FC16 T: 40 °Car 0.739 0.738 0.739 181.417 0.181 181.417 204.125 + 22.708
ou TIOW O%Eomeomtmoe om0 AN . o
oo TEOW 0B omr om:  mir om0 W g o
oo TEOW OTr oMl ommam om M g . o
ow TEOW om0 omeome men om  E mme . s
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Anexo F. Cuantificacion de actividad antioxidante. Método DPPH.

1. Preparacion de solucién madre y de trabajo

) -
Solucién Pesar 12 mg de
madre DPPH y aforar en 50
Preparacion (SM) | ML de MeOH
de : —~ oI
soluciones i omar 1lUm i
dSeOtI:Jacggno de SMy Medir absorbancia fjluitgroaz
J adicionar 45 mL a 515 nm o
(ST) MeOH nm
— \

2. Preparacion de curva de calibracion

Tomar alicuotas

Solucién madre Pesar 12.5 para. Sequir
(SM) de Trélox mg de Trdlox concentraciones procedimiento
L y aforar a 50 de: 800, 600, 400, ara lectura de
Concentracion: mL de 200, 100, 50y 25 p »
1000 uM MeOH UM y aforar con muestras
MeOH
8mL+ 7.5mL+ 6.67 mL + SmL+ S5mL+ SmL+ S5mL+

2mLMeOH  25mLMeOH 333mLMeOH 5mLMeOH 5 mL MeCOH 5 mL MeOH 5 mL MeOH 10 ml MeOH
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..... L
o8 -~ e
e T
S e
S 0.6 ® el
s %1 % e
% ..... . ........
< 04 y=-00008x +0.9509 el
? R2 =0.9914 e
o]
<
0.2
0.0
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracién, uM
Conce;l;[;acmn, Abs. 1, nm Abs.2,nm  Abs prom, nm
766.420 0.361 0.359 0.360
574.815 0.508 0.509 0.509
383.401 0.606 0.605 0.606 Pendiente = -0.0008
191.701 0.818 0.820 0.819 Interseccion = 0.9509
95.850 0.895 0.896 0.896 Rz =0.9914
47.925 0.918 0.917 0.918
23.963 0.929 0.928 0.929
0.000 0.939 0.941 0.940
3. Lectura de muestras
Tomar 150 pL de muestra (extracto o
estandares)
-
Adicionar 2850 pL de solucién de trabajo
DPPH
A4
Agitar y dejar que reaccione 24 horas en la
oscuridad a temperatura ambiente
-
N

{Leer la absorbancia de muestras a 515 nm

Nota: Las absorbancias obtenidas se reemplazan en la ecuacion de regresion lineal resultante
de la curva de calibracion para determinar la concentracion.
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4. Datos de cuantificacion de AA.

4.1. Extractos por maceracion dinamica con hexano.

Muestra  Abs. 1, nm Abs. 2, nm Abs.3,nm Absprom,nm X mgET/L C,L/IQES x,mgET/gES xprom, mgET/gES

M1 0.590 0.590 0.589 0.590 451.542 0.092 41.655
0.630 0.629 0.630 0.630 401.542 ' 37.043
M1.1 0.792 0.792 0.790 0.791 199.458 0.185 36.800
0.747 0.746 0.747 0.747 255.292 47.102 47486 + 6.836
M2 0.564 0.565 0.564 0.564 483.208 0.110 53.159 ' - '
0.562 0.561 0.564 0.562 485.708 ' 53.434
M2.1 0.766 0.766 0.767 0.766 230.708 0.220 50.762
0.733 0.733 0.733 0.733 272.375 59.930

4.2. Extractos supercriticos.

Extractos Abs. 1, nm Abs.2,nm Absprom,nm X, yMET/L x, yM ET/mg ES x, uM ET/g ES x prom, uM ET/g ES
Ol Tae'e.  ows  oos  os0s  ssoom oo sep 6769 = 0969
o PEONOTe omE one mas om 2N kg . o
s TAmWDESorm oo oms B e .
o PHONToWEom om0 S oo - o
o TN ES o omemmo 0w T L om
<o PEON 0SS omepme o ons BT uim - ow
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Anexo G. Andlisis estadistico.

1. ANOVA rendimiento.

Fuente Suma de Cuadrados GI Cuadrado Medio Raz6on-F  Valor-P
A:Temperatura 0.0444083 1 0.0444083 0.16 0.6933
B:Presién 0.472033 1 0.472033 1.73 0.2114
AA 0.286688 1 0.286688 1.05 0.3243
AB 0.01805 1 0.01805 0.07 0.8011
BB 0.589301 1 0.589301 2.16 0.1657
bloques 1.24002 1 1.24002 4,54 0.0528
Error total 3.55077 13 0.273136

Total (corr.) 6.36722 19

2. ANOVA fenoles totales.

Fuente Suma de Cuadrados GI Cuadrado Medio Raz6on-F  Valor-P
A:Temperatura 2.59656 1 2.59656 0.76 0.4002
B:Presién 0.00705675 1 0.00705675 0.00 0.9645
AA 1.9971 1 1.9971 0.58 0.4592
AB 3.65446 1 3.65446 1.06 0.3210
BB 0.193122 1 0.193122 0.06 0.8162
bloques 17.0903 1 17.0903 4,98 0.0439
Error total 44.6268 13 3.43283

Total (corr.) 70.4409 19

3. ANOVA actividad antioxidante por ABTS.

Fuente Suma de Cuadrados GI Cuadrado Medio Razéon-F Valor-P
A:Temperatura 706.622 1 706.622 0.23 0.6421
B:Presién 628.924 1 628.924 0.20 0.6609
AA 2789.64 1 2789.64 0.89 0.3616
AB 9727.2 1 9727.2 3.12 0.1009
BB 4430.14 1 4430.14 1.42 0.2547
bloques 67.9809 1 67.9809 0.02 0.8849
Error total 40565.1 13 3120.39

Total (corr.) 57916.6 19

4. ANOVA actividad antioxidante por DPPH.

Fuente Suma de Cuadrados GI Cuadrado Medio Raz6on-F  Valor-P
A:Temperatura 147.11 1 147.11 0.56 0.4661
B:Presién 397.271 1 397.271 1.52 0.2391
AA 84.7776 1 84.7776 0.32 0.5784
AB 647.141 1 647.141 2.48 0.1393
BB 41.9016 1 41.9016 0.16 0.6951
bloques 124911 1 124911 0.48 0.5012
Error total 3391.85 13 260.911

Total (corr.) 4859.01 19
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