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Rosmarinus officinalis

Densidad

Densidad critica

Salvia officinalis

Solid Phase Microextraction(Microextraccion en fase sélida)
Supercritical Fluid-Carbon Dioxide (Dioxido de carbono bajo
condiciones supercriticas)

Supercritical Fluid (Fluido supercritico)

Supercritical  Fluid Extraction (Extraccion con fluido
supercritico)

Temperatura

Temperatura critica

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity(Capacidad
antioxidante equivalente a la del Trolox)

Total lonic Current (Corriente iénica total)

Tiempo de retenciéon (min)

Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter (Parametro
antioxidante total de la captura de radicales)

Thymus vulgaris

23



uIs Universidad Industrial de Santander
USDA United States Departament of Agriculture (Departamento de

Agricultura de los Estados Unidos)

uv Ultravioleta
UV-Vis Ultravioleta-Visible
Vs. Versus
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RESUMEN

TITULO: OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION CON FLUIDO SUPERCRITICO (CO,)DE
ANTIOXIDANTES PRESENTES ENS. officinalisy T. vulgaris*.

AUTORES: Carlos Alberto Ruiz Nova**

PALABRAS CLAVE: SFE, optimizacién, rendimiento de extraccidén, capacidad antirradicalaria,
contenido total de fenoles, Salvia officinalis, Thymusvulgaris.

Inicialmente se estudio la influencia del secado y el tamafio de particula del material vegetal, en la
capacidad antirradicalaria de los extractos. Se realizaron disefios factoriales fraccionados para
determinar la influencia de las presiones de extraccion y separacion; temperaturas extraccién y
separacion; tiempos de extraccidn dinamicos y estaticos; y el flujo de solvente. La optimizacion de
aquellas variables mas importantes se realizé por medio de la metodologia Simplex. Se verificaron
las condiciones éptimas y las respuestas 6ptimas se compararon con las de extractos obtenidos
por maceracion asistida por ultrasonido en etanol. La composicién de los volatiles y de algunos
componentes fendlicos se realizé6 mediante cromatografia de gases y liquida.

El secado se fij6 en 40 °C y el tamafio de particula en 0.5-1.0 mm. Las condiciones de extraccion
Optimas para las dos especies fueron las siguientes: salvia: tiempo de extraccion dinamico= 65.6
min, flujo= 2.8 kg/h, presion de extraccion=47.3 MPa y temperatura de separacién=313 K,con estas
condiciones la capacidad antirradicalaria=2.42 pmol de Trolox®/mg de extracto, contenido total de
fenoles= 75.3 mg de &cido galico/g de extracto y rendimiento=1.7%; tomillo: temperatura de
extraccion=353 K, el tiempo dinamico=100.3 min, presion de extraccion=44.4 MPa, presion de
separacion=0.5 MPa y tiempo estatico=18.2 min, y las correspondientes respuestas fueron:
Capacidad antirradicalaria=1.98 umol de Trolox®/mg de extracto, contenido total de
fenoles=71.3mg de &cido galico/g de extracto y rendimiento=1.9 %. El extracto obtenido por
maceracion con etanol presentd mejores resultados para el contenido de fenoles en el caso del
tomillo y para el rendimiento en el caso de salvia.

Los principales componentes volatiles en los extractos de las dos plantas fueron: S. officinalis:
manol (20%) y trans-B-cariofileno (18%); T. vulgaris: timol (30%) y p-cimeno (11%). En la salvia se
detectaron los &cidos carndsico y ursolico, en el tomillo no se detect6é ningln compuesto fendlico.

* Trabajo de investigacién de Maestria en Quimica.
** Universidad Industrial de Santander, Facultad de ciencias, Escuela de Quimica.
Directores: Elena stashenko y Jairo René Martinez
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ABSTRACT

TITLE: OPTIMIZATION OF SUPERCRITICAL FLUID EXTRACTION (CO,) OF ANTIOXIDANTS
PRESENT IN S. officinalis AND T. vulgaris*.

AUTHORS: Carlos Alberto Ruiz Nova**

KEYWORDS: SFE, optimization, extraction yield, antiradical capacity, total phenolic content, Salvia
officinalis, Thymus vulgaris.

The first part of the study examined the influence of plant material drying and particle size, on the
antiradical capacity of the extracts. Fractional factorial designs were conducted to determine the
influence of extraction and separation pressures and temperatures, static and dynamic times, and
solvent flow, on supercritical fluid extraction yield and antioxidant capacity. The optimization of
variables with significant effect was performed by the Simplex method. Optimal conditions and
responses were checked and compared with the extracts obtained by ultrasound assisted
maceration in ethanol. The composition of the volatiles and some phenolic compounds were
determined by gas and liquid chromatography.

Drying was performed at 40 °C and the particle size employed was 0.5-1.0 mm. The optimum
extraction conditions for the two species were as follows: sage: dynamic extraction time= 65.6 min,
flow= 2.8 kg/h, extraction pressure = 47.3 MPa and separation temperature = 313 K. With these
conditions the antiradical capacity = 2.42 umol of Trolox®/mg, phenolic content= 75.3 mg of gallic
acid/g and yield = 1.7%; thyme: extraction temperature = 353 K, dynamic time = 100.3 min,
extraction pressure = 44.4 MPa, separation pressure = 0.5 MPa and static time = 18.2 min, and the
corresponding results were: antiradical capacity = 1.98 umol of Troon®/mg extract, phenolic content
= 71.3 mg of gallic acid/ g and yield = 1.9 %. The extract obtained by maceration with ethanol
showed better results for the phenolic content in the case of thyme, while better yield for sage.

The main volatile components in the extracts of the two plants were: S. officinalis: manool (20%)
and trans-p-caryophyllene (18%); T. vulgaris:thymol (30%) and p-cymene (11%). Carnosic and
ursolic acids were detected in sage, but no phenolic compound was detected in thyme.

* Graduation project of Master in Chemistry.
** Industrial University of Santander, Science Faculty, School of Chemistry.
Directors: Elena stashenko and Jairo René Martinez
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INTRODUCCION

Durante la década de los afios 80 se han desarrollado dos técnicas que hacen uso
de los fluidos supercriticos para la separacion y analisis de muestras ambientales,
alimenticias, biomédicas, entre otras [1,2]. Estas técnicas son la cromatografia con
fluido supercritico (SFC) y la extraccion con fluido supercritico (SFE). La demanda
creciente por antioxidantes de origen natural ha hecho que gran parte de la
investigacion fitoquimica se vuelque hacia la extraccion y caracterizacion de estas
sustancias a partir de una gran variedad de matrices y especies vegetales. Las
ventajas de la SFE sobre otros métodos de extraccion de metabolitos secundarios
son varias, aunque también, hay algunas desventajas. La extraccién con fluidos
supercriticos produce extractos libres de solventestoxicos, y cuando se utiliza CO,
como solvente, las condiciones de extraccion no son drasticas pues se alcanza el
estado supercritico a 31.1 °C y 7.38 MPa, ademas es econdmico y de facil
adquisicién, no es toxico ni inflamable y a condiciones ambientales es gaseoso.
Las desventajas son el alto costo de los equipos y la falta de polaridad del CO,,

que lo hace poco apto para extraer metabolitos polares.

La lista de plantas, que poseen propiedades antioxidantes comprobadas por
algunas de las técnicas de medicion es larga [3]; dentro de estas plantas figuran la
uva, el tomate, ginko biloba y algunas plantas de la familia Labiatae [3]. Con la
familia Labiatae, existe un gran interés en el romero y la salvia, pues en estas
plantas se han encontrado varias sustancias con alta capacidad antioxidante,
e.g.,flavonoides, acidos fendlicos y acidos diterpénicos [4,5]. Actualmente, existen
empresas principalmente europeas, que se dedican a la extraccibn vy
comercializacién de extractos (SFE o Etandlicos) antioxidantes cuyos principios
activos son romero, salvia o0 mezclas de ellos. Estos extractos son comercializados

desde la década del 90, con nombres como: Rosemary Deodorized™ (Pfizer);
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Spicer Extract AR™ (Nestlé); Herbalox™ (Kalsec) y Flavor Guard™ (OM
Ingredients) [5]. Mas recientemente han ingresado al mercado empresas como
Flavex con Flavoxan 25™. Actualmente también existen muchas empresas
pequefias que comercializan estos extractos a través de Internet en volimenes
menores (10, 20 y 100 mL) Los extractos naturales son extractos sin solventes
residuales, son aceptados por distintas organismos de control como la FDA y la
USDA, no presentan restricciones en el tipo de aplicaciones ni en los niveles de
uso, pueden ser comercializados bajo la premisa de organicos y naturales y se
pueden encontrar dispersos en agua o aceite. Pero en la mayoria de los casos son
menos efectivos que los productos sintéticos, son costosos y pueden tener olor y

sabor.

Teniendo en cuenta lo anterior nacio la propuesta de presentar el macro-proyecto
“Fortalecimiento y aumento de la competitividad de la cadena productiva nacional
de aceites esenciales y productos derivados” ante el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural (MADR), y fue uno de sus ejes, considerar la produccion de
extractos antioxidantes limpios, aprovechando la gran variedad de condiciones
agroclimaticas de nuestro pais que hacen que plantas de otras latitudes se puedan
cultivar y cosechar, teniendo como base estudios de adaptabilidad realizados
anteriormente en el Laboratorio de Cromatografia. En el presente proyecto se
trabajé con plantas aromaticas sobre las cuales existen reportes de la presencia
de compuestos antioxidantes, su cultivo fue apto en climas templados como el de
Sucre (Santander). El proyectoconté con el respaldo tecnolégico y cientifico del
Laboratorio de Cromatografia, las instalaciones y equipos del Complejo
Agroindustrial Piloto del CENIVAM que se encuentran ubicados en la Universidad
Industrial de Santander, y fue financiado con recursos del MADR y el Laboratorio
de Cromatografia.

Se emplearon disefios factoriales exploratorios para estudiar las variables mas
relevantes en el rendimiento, la capacidad antirradicalaria (determinada mediante

el método ORAC) y el contenido total de fenoles (medido por el método Folin-
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Ciocalteu). Las metodologias enunciadas anteriormente fueron implementadas
para hacerlas menos contaminantes, econémicas, confiables y rapidas. Luego, se
buscaron los niveles 6ptimos de las variables tenidas en cuenta para obtener los
maximos en las respuestas mediante la metodologia Simplex. La realizacion de
este trabajo permiti6 encontrar rendimientos altos en la extraccién con fluidos
supercriticos y se obtuvieron dos extractos -uno por cada especie- con aceptables
propiedades antioxidantes. También se determinaron algunos de los compuestos
gue mas contribuyeron en la actividad de los extractos mediante HPLC-DAD,
metodologia que fue desarrollada y validada en el laboratorio. Las propiedades de
los extractos obtenidos con fluido supercritico se compararon con las de otros
extractos, obtenidos utilizando técnicas tradicionales de extraccion como la
maceracion en etanol (que es un solvente seguro por no tener efectos adversos

para la salud a nivel de trazas) asistida con Ultrasonido.

Finalmente, teniendo en cuenta que nuestro pais no tiene diversificaciéon de
cultivos a niveles industriales, este proyecto se presenta como una alternativa de
diversificacion de la produccion rural nacional. Es asi como el proyecto contribuyé
al desarrollo de la agroindustria del pais, especificamente, a la del municipio de
Sucre, Santander. También se llevo bienestar a las comunidades campesinas,
pues sus habitantes fueron entrenados mediante talleres dirigidos por expertos y
estudiantes universitarios, en el manejo de cultivos, tratamientos post-cosecha,
operacion de calderas y destiladores, secado y almacenamiento de aceites
esenciales y lo mas importante los jévenes aprendieron a elaborar algunos
productos cosmeéticos. Algunos de los extractos generados en este y en otros
trabajos fueron ensayados en pruebas de estabilidad de productos cosméticos en

una empresa nacional.
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1.MARCO TEORICO

1.1. DEFINICION DE FLUIDO SUPERCRITICO

Se denomina fluido supercritico (SF) aquella sustancia que se encuentra a
condiciones de presién y temperatura superiores a los valores de presion y
temperatura criticos (punto critico). La temperatura critica (T;) es la temperatura a
partir de la cual no puede existir en fase liquida una sustancia independientemente
de la presion. La presion de vapor de una sustancia a su temperatura critica es su
presion critica (P¢) [1]. Cuando un gas se comprime suficientemente, se convierte
en liquido; si el mismo gas se calienta hasta cierta temperatura especifica y se
comprime, éste se convertira no en liquido sino en un fluido supercritico. En la
Figura 1, se puede observar un diagrama de fases en donde se ponen de
manifiesto varios aspectos. Las curvas que representan los estados de equilibrio
de las distintas fases en funcion de la presion y la temperatura se llaman “Saélido-
Liquido”, “Sdlido-Gas” y “Liquido-Gas”, su punto de coexistencia se denomina el
punto triple (TP). La curva “Liquido-Gas”, posee una longitud finita y finaliza en el
punto triple, por encima de éste, las propiedades de la sustancia son un promedio

de los estados liquido y gas (espacio rayado diagonalmente) [2].

1.2. EL CO, COMO FLUIDO SUPERCRITICO

El CO, es el disolvente en estado supercritico, mas utilizado para extraer
productos naturales, con aplicaciones en alimentos y en cosmeéticos. Los extractos
obtenidos con CO; en estado supercritico (CO,-SF) se consideran “naturales” y, al
ser incorporados en alimentos, son reconocen como “GRAS”, por sus siglas en
inglés (Generally Recognized as Safe) [3]. Este compuesto es un gas inerte,

relativamente econdmico, disponible e inodoro, sin sabor, menos contaminante
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que otros disolventes y tiene baja toxicidad; ademas, en los procesos en los
cuales interviene no quedan sus residuos en los extractos, debido a que
disminuyendo la presion hasta la atmosférica éste se torna gaseoso. La P. del
CO;, es 7.37 MPa y la T, es de 304.2 K [2,3]. Las temperaturas de operacion
hacen que el CO,-SF sea adecuado para la extraccion de compuestos
termolabiles. La energia requerida para llevar el CO, a condiciones supercriticas
es mas baja que la asociada con la destilacion de disolventes organicos

convencionales [3,4].

////

/ Supercrmco

SoOTUm T Y —I

T

Temperatura ——=

Figura 1. Diagrama de “Presion-Temperatura” para un componente puro.

La eficiencia de la extraccion con CO,-SF depende de algunas caracteristicas de
los solutos, de grupos funcionales presentes en sus estructuras, el peso molecular
y la polaridad; e.g., algunos hidrocarburos y otros componentes de bajo peso
molecular y relativamente baja polaridad como ésteres, éteres, aldehidos, cetonas,
lactonas y epOxidos se extraen a presiones entre 7.5y 10 MPa. A estas presiones,

otros componentes como derivados del benceno con grupos carboxilo o hidroxilo y
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de polaridad media son poco solubles, mientras que a presiones mayores de 25.0
MPa presentan solubilidad mas alta [5].
1.3. PROPIEDADES DE LOS FLUIDOS SUPERCRITICOS

Un fluido supercritico se considera macroscépicamente homogéneo, pero
microscopicamentees heterogéneo. Que sea homogéneo macroscopicamente es
obvio, puesto que, si el fluido se encuentra a una presion y temperatura superiores
a T.y P, se forma una sola fase. La heterogeneidad microscopica consiste en que
se forman clusters de moléculas de solvente y volimenes vacios; esta

caracteristica depende significativamente de la densidad del fluido [6].

Las densidades de los SF estdn mas cerca a las de los liquidos y les confieren
poder disolvente, mientras que las viscosidades y difusividades son cercanas a las
de los gases, lo que permite lograr una alta transferencia de masa de los solutos

desde la matriz vegetal hacia el fluido [2,7] (véase Tabla 1).

Tabla 1. Algunas propiedades de los disolventes en diferentes estados de

agregacion de la materia [2].

Estado de agregacion

Propiedad

Gaseoso sugtlelrjti:?ict)ico Liquido
Densidad, g/mL 10® 0,3 1
Difusividad, cm?/s 10" 10° 5*10°
Viscosidad, g/cm.s 10* 10* 102

La densidad varia con los cambios de presion y temperatura como queda
evidenciado en la Figura 2. Un aumento en la presion ejercida sobre el fluido, que
en la figura se expresa como la presion reducida, Pr=P/P., conduce a que la

densidad reducida, pr=p/pc, S€ incremente, lo cual es mas notorio en las cercanias
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al punto critico; de modo contrario, un aumento en

Tr=T/T., hace que disminuya el valor de pr.

la temperatura reducida,

2.0

Densidad reducida

Liquido TR=1.0
suberitico TR=2.0
TR=3.0
TR=6.0
Gas
suberitico
Fluido
] supercritico
|
0.1 1.0 10.0
Presion reducida

Figura 2. Dependencia de la densidad respecto a la presion y la temperatura en

un fluido supercritico [7].

La constante dieléctrica y la densidad muestran tendencias similares frente a los

cambios de presion, sobre todo, en cercanias al punto critico (Figura 3). Entre 70

y 150 bar (7-15 MPa), tanto la densidad como la constante dieléctrica aumentan

rapidamente.
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Figura 3. Variacion de la densidad, p(l), y la constante dieléctrica, DC(Il), con

respecto de la presion, para el CO, a 40°C [5].

La constante dieléctrica para el CO,a 200 bar (20 MPa) y 40°C (313K), (0>800
kg/m®) es aproximadamente 0.5; en la Figura 3, a mas de 200 bar estos dos
parametros presentan valores similares a los de los liquidos, esto explica porque

los SF presentan alto poder disolvente a partir de ciertas presiones [5,8].

Para llevar a cabo de una manera eficiente los procesos de extraccion con fluidos
supercriticos no basta conocer las caracteristicas basicas del disolvente, sino
entender las propiedades de transporte que tiene, e.g.,CO, en estado
supercritico.Existen tres propiedades de transporte fundamentales, a saber: la
viscosidad, n, la difusividad, D, y la conductividad térmica, A, las cuales
caracterizan la dinamica del proceso de extraccion y estan relacionadas con el
transporte de momento lineal debido a una diferencia de presion, el transporte de
masa debido a una diferencia de concentracion y la transferencia de calor debido

a diferencias de temperatura [5,9,10].

En términos generales, la viscosidad de un fluido supercritico a una temperatura
constante se incrementa con el aumento de presion interna y decrece hasta un
valor minimo -de igual manera que los liquidos-, con el incremento de temperatura
a una presion dada [5,7,8]. La Figura 4 expone el comportamiento de la
viscosidad con respecto a la temperatura y la presion. La viscosidad del CO.a
37°C (310 K) y entre 300 y 500 bar (30-50 MPa) es de tan solo 0.09 cp, un orden
de magnitud mas baja que la de los liquidos [10]. Algunas reacciones de
fotoisomerizacion como la conversion del cis- al trans-estilbeno dependen de la
viscosidad del fluido, la conversion al isébmero trans- es favorecida a medida que la
viscosidad del medio aumenta [10]. Los incrementos de presiéon (a temperatura

constante) hacen que disminuya la difusividad de los solutos en el fluido
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supercritico y por tanto, la transferencia de masa, pero de otro lado, la solubilidad

también aumenta, ya que se incrementa la densidad.

0.12

0.1

0.10

0.09

Viscosidad, cp

Presion, bar

Figura 4. Isotermas de viscosidad del CO,[10].

La difusividad en un fluido supercritico es una funcién que implica la concentracion
del soluto en el disolvente y en la matriz, y depende de la presion y temperatura a
la cual se somete el fluido. En la Figura 5 se muestra el comportamiento de la
difusividad con el cambio de la presién y la temperatura; las difusividades de los
solutos en solventes organicos (10°cm?/s) son de aproximadamente dos 6rdenes
de magnitud menores que en CO,-SF [5,7,8,10]. La difusividad en el CO, aumenta
con el incremento de temperatura y disminuye con la presion; a bajas presiones
e.g., 7-8 MPa, es casi independiente de la composicion de las fases, pero a
presionesmayores, e.g., 20 MPa, la dependencia de la composicion se hace

significativa [5,10].

La conductividad térmica también depende de la temperatura y presion; ésta
decrece cuando se aumenta la temperatura del fluido, presenta un maximo en las
cercanias a la densidad critica, 474 kg/m®, y se hace mas agudo a medida que la

temperatura disminuye como se muestra en la Figura 6 [5].
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Temperatura, °C

Figura 5. Variacion de la difusividad del CO; en funcién de la temperatura a

variaspresiones [10].

25 -

20 -

Conductividad térmica, kd/m s K

p. = 474 kg/m®

1
0 500 1000

Densidad, kg/m?

Figura 6. Conductividad térmica en la vecindad del punto critico del CO,[5].
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1.4 SOLUBILIDAD EN UN SOLVENTE SUPERCRITICO

La solubilidad es la cantidad de una sustancia disuelta por el disolvente en el
equilibrio termodinamico; para una mezcla, las distintas solubilidades de los
componentes determinan la selectividad y resuelven el problema de la separacion
[8,9]. La solubilidad de los sdlidos varia exponencialmente con la densidad del
solvente supercritico. La densidad, la constante dieléctrica y por ende, la
solubilidad en CO,-SF dependen de la presion y la temperatura [9]. La alta
variabilidad de la densidad en la vecindad del punto critico (Véase Figura 3), se

explica en términos de la compresibilidad isotérmica, Kt[5], la que se define por:

1 /0
Ky = ——(—p) Ecuacion 1
p \oP/T

En donde p, es la densidad molar. La compresibilidad de cualquier fluido es muy
alta en la vecindad de su punto critico y diverge al infinito, de manera semejante a
un gas [3,5]. Cuando la presion se incrementa, la densidad también, y el promedio
de la distancia intermolecular decrece, lo que hace que las interacciones
especificas entre las moléculas de soluto y solvente aumenten con la disminucién

de la compresibilidad [3].

1.4.1. Isotermas de solubilidad. Las isotermas de solubilidad exhiben un
comportamiento que depende de la presion. En la Figura 7, la solubilidad dada en
fraccion molar, para un sistema solido-fluido, inicialmente decrece hasta un
minimo, luego aumenta exponencialmente en las cercanias del punto critico, y, a
partir de este punto, el incremento se torna menos pronunciado. La region entre
los puntos Py Py, en donde las isotermas convergen, se denomina “regién de
cruce” [4,5], el punto critico esta ubicado entre estos dos puntos. En esta zona un
incremento isobarico de la temperatura conduce a una disminucion de la

solubilidad, lo cual coincide con la region dealta compresibilidad del fluido.
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To>Ta> T,

Fraccion molar

Presion

Figura 7. Isotermas de solubilidad de un soluto en un fluido [5].

La densidad por si sola no da una explicacion completa del aumento de la
solubilidad, hay otro factor importante, i.e., la volatilidad del soluto [2-5,7,10]. Un
incremento isobarico de la temperatura disminuye la densidad del fluido, pero
incrementa la volatilidad del soluto. A una presion mayor que Py*, el efecto de la
volatilidad del soluto se hace mas pronunciado que el efecto de la densidad del
fluido, lo que resulta en un incremento de la solubilidad debido al aumento de
temperatura [4,5]. Una aproximacion de la solubilidad de un sélido en un fluido
supercritico se puede obtener con la siguiente ecuacion [2,5,10], que esta basada

en el equilibrio de un soluto poco volatil entre la fase sélida y supercritica:

s\ VP

y = (—) e RT Ecuacion 2
Po®

Donde y es la solubilidad, P°, V° y @ son la presién de sublimacién, el volumen

molar y el coeficiente de fugacidad en la mezcla supercritica respectivamente;

drepresenta las interacciones moleculares especificas entre las moléculas de
38



soluto y solvente, y es sensible a los cambios de presion, en un gas ideal ®=1. La
“region de cruce” es distinta para cada soluto y ésta se puede emplear para la

separacion de solutos en mezclas binarias [10].

1.4.2. Isébaras de solubilidad. Para entender la variacion de la solubilidad
isobarica con la temperatura se puede tomar como ejemplo el comportamiento del
naftaleno en CO,-SF [5,10]. Como se observa en la Figura 8, no hay una “region

de cruce” pero si una variacién del comportamiento de las is6baras.

30.0

300

Concentracion, %p/p
|

0.1 - 70 bar

[ S N N B
Temperatura, °C

Figura 8. Is6baras de solubilidad del naftaleno en CO,[10].

Dependiendo del nivel de presion, los efectos del aumento de temperatura son
diferentes, a 300 y 90 bar (30 y 9 MPa) los valores de la solubilidad se
incrementan y disminuyen, respectivamente; lo anterior se debe a que la densidad
del fluido disminuye mientras la presién de vapor del soluto aumenta con la
temperatura a presiones mayores de 120 bar (12 MPa). Se puede concluir, que la

presion de vapor compensa en exceso la caida de densidad [5].
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1.4.3. Efectos de la presién y la temperatura. Los efectos de la presion y la
temperatura en el comportamiento de la solubilidad en un SF pueden ser
analizados a través de propiedades termodinamicas basicas como los volimenes
y entalpias molares parciales. Las derivadas de la solubilidad con respecto a la
temperatura y presion estan directamente relacionadas con propiedades molares

de acuerdo con las siguientes expresiones [4,5]:

d(Iny) (VS-V)/RT i6n 3
== Ecuacion 3.

P [1+@n®/alny )y p] o0
d(lny) _ —(hS=h)/RT  _ 6n 4
oT [1+@nd/alny)yp] o ooon

Donde V y hdenotan los voliumenes y entalpias molares parciales del soluto en el
fluido. Las mediciones del volumen molar parcial a condiciones de dilucion infinita,
develan que este valor es negativo y muy pequefio en las cercanias del punto
critico, haciéndose menos pequefio a medida que aumenta la temperatura. A
presiones de mas de 10 MPa este valor se torna positivo [4,5,6,10]. La negatividad
del volumen molar se atribuye a las fuerzas atractivas entre el soluto y el solvente
que hacen que la presion total del sistema disminuya, debido a que la
compresibilidad en las cercanias del punto critico es alta, la restauracion de la
presion del sistema requiere una disminucion muy pequefia del volumen, que es
igual al volumen molar parcial [4]. A presiones inmediatamente por debajo del
punto critico, el volumen molar parcial del sistema se hace aproximadamente igual
al volumen molar del sdlido [4]. De igual manera, la entalpia molar parcial a
condiciones de dilucion infinita, diverge a infinito cerca del punto critico, y la
restauracién de la temperatura del sistema requiere disminucién pequefa de la
entalpia, los solutos con baja solubilidad en el fluido en condiciones cercanas al P,

presentan este comportamiento [4].
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1.5. PROCESO DE EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

Los siguiente son tres pasos principales en la extraccioén con fluidos supercriticos:
(1) extraccion, (2) expansion y (3) separacion; los correspondientes componentes
del equipo en donde éstos se llevan a cabo son: (1) un extractor de alta presion,
(2) una valvula de reduccion de la presion y (3) un colector-separador de baja
presion. Otros aditamentos como bombas de alta presion, intercambiadores de
calor, medidores de densidad y flujo, valvulas manuales, permiten ajustar la
presion, el flujo y la temperatura [2]. EI material a extraer —generalmente soélido- se
deposita en el extractor de alta presion, a través de éste se hace pasar el fluido
supercritico a presiones entre 8-50 MPa. Luego, el extracto llega a la valvula de
reduccion de presion en donde se alcanzan los 5 MPa. Posteriormente, el extracto
se lleva al separador en donde el CO, se dirige a un venteo o0 a un sistema de
reciclado para su posterior utilizacion. Finalmente, el extracto queda depositado en
el colector. Las partes de un equipo SFE se muestran en la Figura 9.

Dependiendo del objetivo de la extraccion, se pueden considerar dos escenarios

[5]:

i. Separacion de componentes no deseados de la matriz vegetal: en este
caso, la carga en el portamuestra es el producto, e.g., en los procesos de
eliminaciéon del alcoholde bebidas, remocion de compuestos con olores

desagradables o decafeineizacion del cafe.
ii. Extraccién de componentes de la matriz vegetal: los componentes extraidos

en el colector son los productos, e.g., extraccion de terpenos volatiles y de

sustancias antioxidantes.
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Figura 9. Principales unidades de un equipo para la extraccion con fluido
supercritico: 1-Cilindro de CO,; 2-Intercambiador de calor I; 3-Flujometro; 4-Bafio
de refrigeracion; 5-Bomba; 6-Reservorio de solvente; 7-Bomba para co-solvente;
8-Mezclador; 9-Intercambiador de calor 1l; 10-Valvula I; 11-Portamuestra; 12-
Chaqueta de calentamiento |; 13-Manometro 1; 14-Sensor de temperatura; 15-
Valvula Il; 16-Vélvula automética de regulacion de la presion; 17-Vélvula IlII; 18-
Separador; 19-Chaqueta de calentamiento 2; 20-Mandémetro 2; 21-Valvula manual

de regulacion de la presion; 22-Valvula de venteo.

Para optimizar los procesos de extraccion por SFE se necesita conocer los efectos
causados por las variables operacionales. Diferentes disefios de experimentos se
han aplicado para optimizar el rendimiento de extraccion, el total de compuestos
fendlicos aislados y la actividad antioxidante de los extractos [2]. A continuacion,
en la Tabla 2, se muestran las condiciones operacionales de mayor influencia en
la obtencion de extractos con poder antioxidante y los modos de operacion en las

etapas de extraccion y separacion.
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Tabla 2. Parametros a optimizar del proceso de extraccion con fluidos

supercriticos [2].

Condiciones del material Condiciones de operacion

vegetal

Extraccion Separacién
Tamafio Presion e Presion
Humedad Temperatura e Temperatura
Destruccién celular Tiempo

Peletizacion

Flujo del solvente

¢ Relacién solvente-
material vegetal

Formas de llevar a cabo la operacion

e Condiciones .
e [Etapa simple
constantes
o . e Separacion
e Condiciones variables )
fraccionada

1.6. ANTIOXIDANTES

De acuerdo con dos definiciones muy utilizadas, un antioxidante es “cualquier
sustancia que en bajas concentraciones, comparadas con las del sustrato
oxidable, prevenga o inhiba su oxidacién” [11]. Desde el punto de vista biolégico
es “aquel compuesto que protege a los sistemas vivos de los agentes que causan
deterioro oxidativo” [12]. Los antioxidantes tradicionalmente se han dividido en dos
grupos: (1) los antioxidantes primarios, e.g., compuestos fendlicos o vitamina E,
que se descomponen durante el periodo de induccién e inhiben la etapa de
iniciacion de la reaccion en cadena con el radical; (2) los antioxidantes
secundarios o preventivos, que actian a baja velocidady permiten proteger el
sustrato mediante enlaces con oxigeno del aire o a través de la formacién de
complejos con atomos metalicos [2,13]. Otras clasificaciones, menos aceptadas,

se hacen con base en el origen del antioxidante: Productos naturales,
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semisintéticos y sintéticos; y de acuerdo con su estructura quimica: fendles,

quinonas, compuestos de azufre y enzimas [14].

1.6.1. Antioxidantes fendlicos. Los compuestos fendlicos figuran entre las
principales clases de metabolitos secundarios de las plantas y son responsables
de su color, polinizacion y proteccion contra la radiacion UV e inclusive contra los
patdégenos. Estos compuestos incluyen fenoles simples, cumarinas, flavonoides,
lignanos y taninos hidrolizables que son polifenoles de elevado peso molecular
[13]. Por un lado, son muy susceptibles de ser oxidados,asi, los grupos hidroxilo,
al estar unidos a un anillo bencénico, presentan la posibilidad de que el doblete del
atomo de oxigeno interaccione con los electrones del anillo.De otro lado, estas
sustancias pueden actuar como quelantes y formar complejos con metales di- 0
trivalentes, especialmente, con el hierro y el aluminio, lo que tiene implicaciones
nutricionales [15]. La reduccion de la actividad de las enzimas que catalizan la
produccion del anién superoxido, como la xantina oxidasa y la proteina quinasa C,
es otra de las maneras de prevencion de la oxidacién que los antioxidantes, e.g.,

flavonoides presentan [16,17].

1.6.2. Cuantificacion de antioxidantes fendlicos. Es importante conocer las
cantidades de antioxidantes en los extractos obtenidos a partir del material
vegetal, puesto que se necesita relacionarlas con el valor de la capacidad
antioxidante que presentan, para determinar de esta manera la masa o el volumen
en que se deben adicionar a los productos cosméticos o alimenticios. Dos de las
técnicas mas empleadas en la actualidad para la cuantificacion de antioxidantes
fendlicos son: (1) el método de Folin-Ciocalteu y (2) la cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC).

e Meétodo de Folin-Ciocalteu. Este método se basa en la oxidacion de
compuestos fendlicos por un reactivo de molibdeno y wolframio en medio
basico [18]; la transferencia de electrones bajo estas condiciones, hace que
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los complejos de estos metales se transformen en 6xidos coloreados de
azul intenso, lo cual se detecta y relaciona con el niamero de grupos
hidroxilo en las moléculas de antioxidantes [18]. El gran problema de esta
medicion consiste en que todas las moléculas que poseen grupos OH
generaran la respuesta, e.g.,proteinas, acidos ascoérbico y urico, algunos
aminodacidos y nucledtidos, azucares, aminas aromaticas y algunas sales
inorgénicas [14], sustancias que no necesariamente son responsables de la
capacidad antioxidante de los extractos.

HPLC. La cromatografia liqguida es un método, que mediante mecanismos
fisicos (e.g., adsorcion, absorcion, disolucion, etc.) separa los componentes
de una mezcla por su distribucion entre dos fases inmiscibles, una movil, en
estado liquido —que le da el nombre a la técnica-, y la otra llamada fase
estacionaria [19]. La HPLC de fase estacionaria apolar, designada como
“fase reversa”, se usa mas frecuentemente para separar los antioxidantes
fendlicos [19,20]; los detectores mas empleados para este analisis son de
arreglo de diodos (DAD) y el selectivo de masas (MSD) [20]. Con las
anteriores configuraciones, se han podido separar, en una sola corrida
cromatografica, y detectar hasta 27 compuestos fendlicos, entre los cuales
se encuentran diterpenos, acidos fendlicos y flavonoides [21]. Sin embargo,
para lograrlo se requiere una optimizacion exhaustiva de las condiciones
cromatogréficas, la combinacion de variables como composicion, flujo y
gradiente de elucion de la fase movil, tipo de fase estacionaria,

temperatura, adicién de acidos inorganicos, entre otras variables [19].

1.6.3. Determinacion de la capacidad antioxidante. Existen varios ensayos in

vitro para determinar la capacidad antioxidante. Para la eleccion de uno o mas

métodos se deben tener en cuenta los tipos de sustratos, las condiciones

operacionales, los iniciadores, antioxidantes y métodos de medida [3,11]. El

problema de utilizar mas de una técnica de medicidon es que sus resultados no

siempre pueden ser correlacionados [22].Hay algunos métodos que pueden ser
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automatizados e implementados para hacer mediciones de diferentes muestras
simultdneamente [22]. Las técnicas mas sencillas y ampliamente usadas se
pueden clasificar de acuerdo con las reacciones de desactivacion de los radicales,
a saber: 1. Reacciones de transferencia de un atomo de hidrogeno (HAT), e.g.,
capacidad de absorcion de oxigeno radical, ORAC y parametro antioxidante total
de la captura de radicales (TRAP) y 2. Reacciones de transferencia de un
electron(ET), e.g., capacidad antioxidante equivalente a la del Trolox® (TEAC)
[23]. El resultado final de estos dos procesos quimicos es el mismo, pero la
cinética y las reacciones secundarias que ocurren son diferentes [23,24]. La
transferencia de electrones y las reacciones HAT pueden ocurrir en paralelo. El
mecanismo dominante sera determinado por la estructura y propiedades del
antioxidante individual o en mezcla, la solubilidad, el coeficiente de particién y el

solvente del sistema [24].

e ORAC.Las mediciones obtenidas por el método ORAC, de la inhibicion de
radicales peroxilo inducidos por reacciones de oxidacion, es un ejemplo del
rompimiento de reacciones en cadena por transferencia de un atomo de
hidrégeno proveniente de un compuesto antioxidante. En este ensayo los
radicales peroxilo reaccionan con un compuesto fluorescente formando un
producto que no presenta fluorescencia. La capacidad antioxidante se
determina con base en la disminucion de la fluorescencia y la cantidad de

producto formado en funcion del tiempo [14].

1.7. DISENO DE EXPERIMENTOS Y OPTIMIZACION

Un proceso de optimizacién es aquel que busca saber cuales son los niveles de

los factores o las variables que se deben utilizar para obtener una respuesta

maxima o minima, segun sea el caso. Antes de comenzar un proceso de

optimizacién se debe determinar cudles factores o variables afectan de una

manera significativa la respuesta, ello, para reducir el tiempo de analisis o
46



experimentos y ahorrar recursos [25]. Lo anterior se puede determinar realizando
experimentos factoriales o factoriales fraccionados, si el nimero de factores es
mayor de 3. En los experimentos se asignan niveles altos y bajos a los factores.
La eleccion de tales niveles depende del grado de conocimiento y experiencia del
investigador y las limitaciones operacionales del sistema [26]. Cuando los
diferentes factores variables e interacciones ya se han identificado, se necesita
aplicar métodos para determinar las combinaciones de los niveles de los factores

que proporcionaran la respuesta Optima [25].

1.7.1. Disefios de experimentos factoriales fraccionados. Una vez se han
escogido las variables para el estudio y sus niveles, el experimentador debera
calcular todas las combinaciones, que, en otras palabras, representan el nUmero
de experimentos que debera llevar a cabo para tomar decisiones. Un disefio en el
que se estudien 3 variables, con dos niveles, requerird 2°= 8 combinaciones o
experimentos, mas otros, para hallar el error experimental, e.g., dos o mas réplicas
de una combinacion. Si se requiriera estudiar 7 variables, el numero de
experimentos seria de 128, bajo estas condiciones se pueden utilizar disefios que
utilicen la mitad (64), un cuarto (32) o un octavo (16) del numero total de

experimentos [25,27].

Los experimentos factoriales fraccionados son muy utiles en estudios
exploratorios, ya que con un numero grande de factores no es necesario realizar
todos los experimentos para hallar los efectos principales e interacciones de
segundo orden [27]. Las siguientes son dos desventajas principales: 1. Con este
tipo de disefios hay que hacer la suposicidbn de que las interacciones de tres
factores o0 mas son despreciables y 2. La estimacion del error experimental se
calcula con base en la variacion de aquellos efectos que no tuvieron un efecto
significativo en la respuesta y no con la desviacion de las réplicas [26,27]. En todo

caso, estos disefios son estudios legitimos si se utilizan como revisiones
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preliminares cuyo objetivo es preparar el camino para experimentos mas rigurosos
[25].

1.7.2. Optimizaciéon mediante el método Simplex.Cuando la respuesta de un
sistema analitico depende de dos factores que son variables continuas, la relacion
entre la respuesta y las variables se puede representar como una superficie
tridimensional o superficie de respuesta. Un método conveniente para encontrar
los méximos o los minimos de una superficie de respuesta es el método Simplex,
el cual permite estudiar un nimero mayor de variables sin aumentar el nimero de
experimentos [26]. Un Simplex es una figura geométrica que tiene k+1 vértices,
cuando se trata de optimizar una respuesta respecto a k factores, e.g., para dos

factores el Simplex ser& un triangulo, como se observa en la Figura 10[26].

Mivel del factor ¥

Mivel del factor X

Figura 10. Representacion de la optimizacion por el método Simplex [26].

En los primeros experimentos se mide la respuesta en cada una de las tres
combinaciones de los niveles del factor dadas por los vértices del triangulo 1,2,3.
La peor respuesta se encuentra en el punto 3, por lo tanto, la mejor seria el punto

marcado como 4. El siguiente daria que el punto 1 es el peor, es decir, el 5 seria el
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siguiente vértice y asi sucesivamente. En el triangulo 5,6,7 la peor respuesta es el
6, pero la mejor no es 8. Un problema con el método es la eleccion del Simplex
inicial, pues si es muy pequefio 0 muy grande se tienen problemas como el exceso
en el nimero de experimentos o la falta de precision para encontrar el 6ptimo,
respectivamente [25,26]. Para superar estos problemas, las areas de las figuras

geomeétricas se pueden variar a medida que el estudio avanza [26].

1.8.PLANTAS BAJO ESTUDIO

Las plantas bajo estudio son dos especies de porte herbaceo o arbustivo, que se
utilizan como especies aromdticas y medicinales. Sus aceites esenciales se
comercializan ampliamente debido a las buenas propiedades organolépticas y alta

actividad biologica que exhiben.

1.8.1. Salvia officinalis. La salvia es un arbusto de hasta 70 cm de altura que
pertenece a la familia Lamiaceae. Presenta humerosos tallos, tomentosos de color
grisaceo. Sus hojas son oblongas o lanceoladas, mas claras en el envés en donde
son pubescentes. Las flores son de color violeta o azulado, agrupadas en grupos
de hasta 10 [28]. La salvia, que es nativa del Mediterrdneo, se emplea como
antiséptico, astringente, antiinflamatorio, carminativo, bacteriostatico, eupéptico,

antitranspirante y cicatrizante [28,29].

1.8.2. Thymus vulgaris. El tomillo pertenece a la familia Lamiaceae, alcanza de
15 a 30 cm de altura, tiene hojas opuestas, lanceoladas, con los bordes enrollados
y densamente pilosas. Las flores son diminutas, agrupadas en racimos terminales
muy densos, son de color rosa o0 blancas [28]. Es una planta de origen
mediterrdneo, muy apreciada en culinaria. El tomillo presenta propiedades
digestivas, estimula el apetito, es antiparasitario, antihelmintico, anticatarral,
antimicrobiano,  antiséptico, cicatrizante,  antiespasmodico, carminativo,

expectorante, astringente suave, diaforético y tonificante [29].
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2.1. ANTIOXIDANTES DE TIPO FENOLICO PRESENTES EN LAS PLANTAS

2. ANTECEDENTES

ESTUDIADAS

En la Tabla 3 se listan algunos &cidos fendlicos, diterpenos, flavonoides y
monoterpenos volatiles, posibles responsables de las propiedades antioxidantes
de los extractosobtenidos de las plantas estudiadas, salvia y tomillo. La mayoria

de estas sustancias posee una capacidad antioxidante superior a las de los

antioxidantes sintéticos, BHA y BHT [3].

Tabla 3. Ubicacion y concentracion de algunos antioxidantes en salvia y tomillo.

Especie o Concentracion,
vegetal Antioxidante Parte de la planta walg Refs.
Acido ascorbico Hojas 320-350 [30]
Acido gentisico Hojas 2.4x10° [30,31]
Acido ferulico Hojas, tallos y flores  4.9x10° [30,31]
Salvia Acido rosmarinico Hojas, tallos y flores  3.0x10* [30,32]
officinalis Acido salviandlico L Hojas, tallos y flores  N.D.* [32,33]
Acido ursélico Hojas 1.2-1.3x10° [30,34]
7-O-Glucésido de luteolina  Hojas N.D. [30,35]
Canfeno Hojas 20-1.9x10* [30]
Acido caféico Hojas, tallos y flores 5.8x10° [30,31]
Acido ursélico Hojas, tallos y flores ~ 1.5-1.9x10" [30]
Acido siringico Hojas, tallos y flores ~ 5.0x10° [31]
Thymus Acido 3-hidroxibenzoico Hojas, tallos y flores  1.4x10° [30,31]
vulgaris Acido rosmarinico Hojas 6.3-2.6x10° [30,31]
Rosmanol Hojas, tallos y flores  N.D. [30]
Naringenina Hojas N.D. [30]
Timol Hojas, tallos y flores ~ 15-2.4x10* [30]

*N.D.= No determinado.
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La cantidad de metabolitos secundarios depende de su ubicaciénen la planta. Se
pueden encontrar o no en diferentes 6rganos de ésta. Por ejemplo en la extraccion
de volatiles con fluido supercritico a partir de Sphilantes americana, los extractos
de los tallos presentaron altas cantidades de sesquiterpenos, mientras que los de
las hojas y flores, compuestos oxigenados y nitrdgenados (espilantol) [36]. La
mayoria de los metabolitos secundarios se encuentran localizados en la superficie
de la célula o en espacios intracelulares. La concentracion y tipo de compuestos
encontrados en estas especies varian de una region a otra, debido principalmente
a la edad de la planta o su estado fenoldgico, condiciones ambientales,

composicion del suelo, etc.

2.2. SOLUBILIDAD DE COMPUESTOS FENOLICOS EN CO,-SF

En la Figura 11, se muestran las estructuras de algunos compuestos fendlicos

presentes en la salvia y el tomillo.

Figura 11. Estructuras quimicas de algunos compuestos fendlicos con

propiedades antioxidantes.

Ry Ry

OH

Compuesto R, R, R3 R4
Carvacrol CH; H CH(CHj3), H
Timol CH(CHs), H CHs H
Acido o-hidroxibenzoico COOH H H H
Acido m-hidroxibenzoico COOH H H H
Acido p-hidroxibenzoico H COOH H H
Acido caféico OH CH=CH-COOH H H
Acido fertlico OCHj, CH=CH-COOH H H
Acido siringico OCHj, COOH H O-CH;
Acido p-cumarico H CH=CH-COOH H H
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Figura 11. Continuacion.
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Figura 11. Continuacion.
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Aunque en el presente trabajo no se determinaron las solubilidades de los
antioxidantes presentes en los extractos, fue necesario tenerlas en cuenta cuando
se optimizo6 el proceso de extraccidon. En la Tabla 4 se muestran las condiciones
de extraccion y el valor de solubilidad en CO,-SF de algunos compuestos

fendlicos presentes en la salvia y tomillo.

El CO, tiene un momento dipolar nulo, por esta razon, a condiciones supercriticas
es un excelente disolvente de muchas moléculas organicas apolares. Sin
embargo, el CO, posee un momento cuadrupolar el cual hace que disuelva a
solutos levemente polares e inclusive a algunos polares a presionesmayores de 25
MPa [5,37]. En la practica, el CO,-SF se utiliza en promedio, a temperatura y

presion 1.2 y 3.5 veces mayores, respectivamente, que las del punto critico [5,6].
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Los antioxidantes de tipo fendlico, como los acidos fendlicos y flavonoides, son
compuestos polares debido a los grupos funcionaleshidroxilo, carbonilo y

carboxilo, presentes en sus estructuras.

Tabla 4. Solubilidad de algunos compuestos fendlicos en CO,-SF.

Condiciones Solubilidad,
Compuesto Referencia
P. MPa T.K fraccion molar
Carvacrol 0.26-30.8  313-323 0.029-1.78 [38]
Timol 57-14 393.343  0-51-12.6x10” [39]
Acido o-hidroxibenzoico 9.6-25 313-328 0.34-5.83x10™ [40]
Acido m-hidroxibenzoico 10.1-20.3 318 0.57-3.37x10° [41]
Acido p-hidroxibenzoico 20-41.4 318-373 0.29-7.49x10° [42]
Acido 3,4-dihidroxibenzoico 10-50 313-333 0.023-25.9x10° [43]
Acido o-metoxibenzoico 098247  308-328 0.89-11.1x10% [44]
BHA* 13-20 313-333 1.44-4.6x10 [45]
Acido caféico 8.5-50 313-333 0.08-4.7x10™ [46,47]
Acido fertlico 12-50 301-333 1.55-25.5x " [48]
Acido siringico 8.5-50 313-333  0.01-127.1x10” [49]
Flavona 9.1-25.3 308-318 0.35-5.61x10™ [50]
Flavonol 9.1-25.3 308-318 0.79-5.56x10™ [50]
Acido carnésico 20-37 313-373 1-90x10”° [51]

* Butil-hidroxianisol, antioxidante sintético.

De la Tabla 4, se puede concluir lo siguiente:
i. Una caracteristica comun de los compuestos fendlicos es que su solubilidad
en el CO,-SF, aumenta con la temperatura -debido a que tiene mas efecto la
volatilidad de los solutos que la disminucién de la densidad del fluido,- sobre

todo, a presiones alejadas de la presion critica. Para el acido ferulico, cuando
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la temperatura aumenta de 301 a 333 K, el incremento de la solubilidad es
de 20%, a 12 MPa, mientras que a 28 MPa, el aumento es del 90% [48].

La presencia de algunos sustituyentes en los esqueletos basicos, como el
del fenol, hacen que la solubilidad aumente o disminuya segun sea el caso.
Los sustituyentes hidréxilo y metoxilo hacen que la solubilidad se reduzca e
incremente, respectivamente. Esta tendencia se puede visualizar mejor en
los &cidos ferrdlico y caféico, que presentan solubilidades de 25.5x107 y
0.472x10 'fraccién molar, respectivamente, a 50 MPa y 333 K [46] (Véanse
sus estructuras en la Figura 11).

La solubilidad a 20 MPa y 318 K del acido p-hidroxibenzoico, p-HBA, en el
sistema p-HBA/CO,-SF es dos 6rdenes de magnitud méas baja (2.86x10°)
que la del o-HBA en el sistema 0-HBA/CO,-SF (4.36x10™); pero, si se
midiera en el sistema ternario p-HBA/o-HBA/CO,-SF, la solubilidad del p-
HBA aumenta un 169% (7.53x10°), mientras que la del o-HBA (4.47x10%
aumenta tan solo el 3% [52]. Lo anterior puede ser resumido en el postulado
de Dobbs y Johnston que reza “un sélido mas soluble causa un aumento en
la solubilidad del sélido menos soluble, pero en viceversa no ocurre” [53].

El peso molecular es otro factor importante que altera la solubilidad; el BHA
cuyo peso molecular es184.18 g/mol, presenta una solubilidad siete érdenes
de magnitud mayor que la del acido carnosico, 332.43 g/mol. Para mejorar la
solubilidad, se pueden agregar pequefias cantidades de etanol, e.g.,0.7%;
bajo estas condiciones, la solubilidad del acido carnésico aumenta de
1.90x10° a 7.12x10°° fraccion molar [54].

2.3. EFECTO DE LAS VARIABLES OPERATIVAS EN EL RENDIMIENTO DE
EXTRACCION, CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y CANTIDAD DE
ANTIOXIDANTES

Los reportes sobre las extracciones con CO,-SF de salvia, tomillo y otras plantas

con propiedades aromaticas y antioxidantes, se dividen en dos tipos: (1) Las que

55



buscan obtener extractos de componentes volatiles (monoterpenoides vy
sesquiterpenoides), a condiciones de presion y temperatura bajas; (2) Las que dan
como resultado extractos enriquecidos en antioxidantes de tipo fendlico (acidos
fendlicos, flavonoides y diterpenos fendlicos), a condiciones de presion y

temperatura altas.

2.3.1. Presion. Usualmente, los componentes volatiles se extraen a presiones
menores o iguales de 10 MPa [2,3], aunque también se ha encontrado que un
aumento en la presion desde 25 a 35 MPa dobla de 1,2 a 2,4% el rendimiento del
extracto de Hypericum perforatum [55]; en el romero, la cantidad de volatiles en el
extracto aumenta en un 45.9% cuando la presién se incrementa de 10 a 18 MPa
[56].

Las fracciones de componentes volatiles se han separado de las fracciones de
antioxidantes a partir de salvia, romero y tomillo, realizando una etapa inicial de
extraccion a 10-11.5 MPa vy, luego, una segunda a 35-40 MPa; estas ultimas
fracciones poseen capacidades antioxidantes superiores a las de las primeras [57-
59]. En la Tabla 5, se reportan los valores de presién ensayados en la extraccion
supercritica de las especies bajo estudio, y del romero, junto con los valores
maximos obtenidos de las respuestas evaluadas por los distintos autores y la

presion requerida para su obtencion [56, 60-68].

En la Tabla 5, tambiénse muestran algunos datos de las extracciones con CO,-SC
del romero,debido a que esta especie, que pertenece a la misma familia botanica
de la salvia y el tomillo, presenta similitudes con éstas en cuanto a la composicién
de sustancias fendlicas y terpénicas. Ademas, sobre el romero, existe un namero
mayor de articulos disponibles, lo cual se aproveché para realizar este trabajo de

investigacion.
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Presiones, MPa

Autores/ Requerida para Valor maximo de la
[Ref.] Experimental obtener el mejor respuesta
resultado
Salvia

Babovic, N., et.al.

26.4y18.5% /
Cantidadesrelativas de acido

[57] 11.5y35 35 carnésico y carnosol,
respectivamente.
N.M.* / Cantidad relativa de

Reverchon, E. and 8910 9 monoterpenos

Taddeo, R. [60] " oxigenados;fragancia mas
agradable.

Glisic, S..et.al [61] 150 y 300 300 1.33 % / Cantidad relativa de

diterpenos fendlicos

Aleksovski, S and
Sovova, H. [62]

4.8% / Rendimiento de
extraccion; 8.14 mg/kg MV /
cantidad de monoterpenos
oxigenados.

9,10,11,11.9,12.8 12.8

28.82% / Cantidad relativa de

Glisic, S., et.al. [63] 7,10,15,20,30 20 . e
diterpenos fendlicos.
Tomillo
26.4y 20.3%/ Cantidad de un
Babovic. N.. et.al derivado no identificado del
T e 115y 35 35 acido carnésico y
[57] i .
timohidroquinona,
respectivamente.
Garcia, M., et.al. 29.6% / Cantidad relativa mas
[64] 15,30y 40 15 alta de timol
87.3 % / Cantidad relativa de
Diaz, M., et.al. [65] 9,10,12,15 15 componentes de alta relevancia
en la fragancia del extracto.
Zekovic, Z. . .
S 0.85 mg/g / Cantidad de timol,
Lepojevic, Z. and 8,10,15,20,40 20 . .
Vuijic, D. [66] por cantidad de material vegetal
Romero
. vy 1.
Bensebia, O., et.al. 10,12,15,18 18 4.57x107 kg/kg / Solubilidad del

[56]

extracto de volatiles en el CO,

Genena, A., et.al.
[67]

3.52 % / Rendimiento de
10,20,30 30 extraccion; 25.50 pg/mL ICx
capacidad antioxidante mas alta.

Carvalho, R., et.al.

1.073%/ Acido carnésico en el

[68] 10,30 30 extracto;5% rendimiento de
extraccion.
N.M.*/Area del pico
Tena, M., etal. 7.7-38.3 38.3 cromatografico del acido

[69,70]

carnésico, carnosol y carnosato
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de metilo.

Tabla 5. Condiciones de presion ensayadas en diferentes estudios de la

extraccion con CO,a partir de las especies bajo estudio.
* No se menciona el valor maximo.

Las presiones usadas en la extraccién de antioxidantes pueden llegar hasta los
100 MPa [71-73]; sin embargo, algunos flavonoides como pinocembrina se han
aislado de Lippia origanoides a 8 MPa [74]. La obtencién de extractos con
potencial antioxidante a partir de romero, salvia, tomillo y orégano se ha llevado a
cabo a presiones entre los 50 y 100 MPa, con lo cual se logré obtener extractos,
con valores de capacidad antioxidante, similares a los del BHA y BHT, ademas de
obtener aumentos significativos en los rendimientos y disminucién de los tiempos
de extraccion; asimismo, los contenidos de volatiles sélo fueron del 2%, seguln lo
reportado en las patentes de Uy y colaboradores [71] y Nguyen y colaboradores
[72,73].

2.3.2. Temperatura. La temperatura, al igual que la presion, varia de acuerdo con
el tipo de metabolitos secundarios que se desee extraer, las temperaturas desde
303 K (condicién subcritica) hasta 323 K son las mas comunes para la extraccion

de compuestos volatiles como mono- y sesquiterpenos [75].

Muchas sustancias se descomponen a altas temperaturas, por ejemplo, algunos
flavonoides pueden polimerizarse u oxidarse a temperaturas superiores a los 323
K, aunque algunos &cidos fendlicos son mas resistentes [2,3]. A la temperatura de
los 313 K, se han alcanzado rendimientos aceptables en la extraccion del
carnosol, a partir de mejorana, i.e., 1.5 mg/kg de MV seco [76] y apigenina, a partir
de manzanilla, cantidad comparable con la obtenida en la extraccion Soxhlet [77].
Las temperaturas mayores de 343 K causan la isomerizacion del trans-licopeno a
su isébmero cis-, que es menos bioactivo [78]. Ademas, se ha observado que las
temperaturas mayores de 323 K actlan negativamente sobre propiedades como la
textura, fragancia y color de los extractos de bambu (Phyllostachys heterocycla)
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[79] y de cereza brasilera (Eugenia uniflora) [80]. En algunos casos, las
temperaturas superiores o iguales a 373 K no afectaron la capacidad antioxidante
de los extractos, por lo tanto, no ocurrié degradacion térmica en compuestos como
los acidos carnésico y rosmarinico, carnosol y rosmanol obtenidos a partir de
salvia, romero, tomillo y orégano [71-73]. En la Tabla 6, se tabulan los valores de
temperatura ensayados en la extraccion supercritica de las especies bajo estudio
y el romero, los valores maximos obtenidos de las respuestas evaluadas por los

distintos autores y la temperatura requerida para su obtencion.

Tabla 6. Condiciones de temperatura ensayadas en diferentes estudios de la

extraccion con CO.a partir de las plantas bajo estudio.

Temperaturas, K

A[uRtgfr(i:‘s Requerida para  Valor maximode la respuesta

Experimentales obtener el
mejor resultado

Salvia

N.M.* / Cantidad relativa de
318, 323y 333 323 monoterpenos oxigenados;
fragancia mas agradable.

Reverchon, E. and
Taddeo, R. [60].

4.8% / Rendimiento de extracto,
298,313y 323 323 8.14 mg/kg MV/ Cantidad de
monoterpenos oxigenados.

Aleksovski, S. and
Sovova, H. [62].

1.74% / Rendimiento de la

Ivanovic, J., etal. 313-373 373 fraccién antioxidante; mayor

[81]. capacidad antioxidante
Tomillo
87.3 % / Cantidad relativa de
Diaz, M., et.al. [65]. 303y 313 303 componentes de mayor
relevancia en la fragancia del
extracto.
Romero
Bensebia, O., et.al. 4.57x10™ kg/kg / Solubilidad del
[56]. 313y 333 313 extracto de volatiles en el CO,
Genena. A. et.al 3.52 % / Rendimiento de
[67] T 303, 313y 323 323 extraccion; 25.50 pg/mL ICg

mayor capacidad antioxidante.

1.073% / Acido carndésico en el
303y 313 313 extracto;5% rendimiento de
extracto.

Carvalho, R., et.al.
[68].
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N.M.* / Area del pico
Tena, M., et.al 313-393 393 Crom,at_ograﬂco de acido
[69,70]. carndsico, carnosol y carnosato
de metilo.

* No se menciona el valor maximo.

2.3.3. Modificador. EI CO;, es un disolvente adecuado para la extraccion de
compuestos apolares y de baja polaridad; sin embargo existen excepciones, por
ejemplo, el licopeno, B-caroteno, luteina y astaxantina, se obtienen con menores
rendimientos, ya que las solubilidades son bajas (< 10°en fraccion molar), y
poseen pesos moleculares relativamente altos, y estructuras lineales largas
[78,82-85].

La presion y la temperatura tienen efectos limitados sobre la solubilidad y el
rendimiento de la extraccion con CO,-SF de compuestos polares. Por esta razon,
ha sido necesario aumentar la capacidad de solvatacion del CO, con ciertas
cantidades de disolventes convencionales como agua, etanol, metanol,
isopropanol, poli(etilenglicol) o sus mezclas [4-7]. La solubilidad y la actividad
antioxidante de los extractos de Zingiber officinale mejoré significativamente
cuando se adicion6 etanol (1.2%) o iso-propanol (1.2%) al CO,-SF [86], mientras
que la solubilidad del acido carnésico se incrementé desde 7.12x10° hasta
54.57x10°° en fraccién molar cuando se aumenté la proporcién de etanol/CO, de
0.7 al 10% [54].

La adiciobn de aceptores de hidrégeno o bases de Lewis produce mejoras
significativas en la solubilidad; la presencia de estas especies aumenta la
densidad del fluido, permite interacciones especificas entre las moléculas de
soluto y solvente (puentes de hidrogeno), posiblemente, altera la estructura de la
matriz vegetal y disminuye las interacciones de los solutos con la matriz [56,87].
La proporcibn de modificador tiene un limite, debido a que se invierte la
selectividad del fluido puesto que la solvatacion de compuestos polares se mejora,
pero disminuye la de los apolares [75]. Algunas veces, se ha logrado aumentar el
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rendimiento de la extraccion, pero la cantidad de compuestos con mayor
bioactividad en el extracto disminuye, e.g., se aumenta la cantidad de clorofilas en
la extractode jengibre al adicionar 10% de etanol, aunque disminuyen
simultaneamente gingeroles y shogaoles [86].

De varios modificadores empleados, el etanol es el menos téxico y
ambientalmente inocuo, cuando éste se agrega al fluido, la solubilidad de
ginsendlidos [88], polifenoles [89] y carotenoides [90Jaumenta. En untrabajo
realizado con romero la capacidad antioxidante del extracto y las cantidades del
acido carndsico y carnosol aisladas fueron superiores cuando se utiliza etanol en
una proporcion del 7%, a 15 MPa y 313 K, en comparacion con CO,-SF puro a 40
MPa y 313 K [91]. Un problema relacionado con la utilizacién de etanol es que al
final hay que retirarlo del extracto mediante evaporacion, lo cual puede causar la
degradacion de los antioxidantes o pérdida de voléatiles, ademas, se aumentan el

costo energético y el tiempo del proceso [71,72].

2.3.4. Tamafio de particula y densidad de carga.El tamafio y la forma del
material vegetal tienen un efecto importante sobre la transferencia de masa del
soluto desde la matriz al solvente. Si el material se pica y pulveriza, su area
superficial se incrementa y, por ende, los rendimientos de la extraccién, pero
también, se puede presentar la reabsorcion del soluto en la matriz [75]. El tamafio
del material se ve limitado por las condiciones de su empaquetamiento en el
portamuestra; si el tamafio del material es grande, la densidad de carga sera
menor, y de esta manera, menos material cabra en el portamuestra, lo que
aumentara los costos de extraccion. Algunos investigadores reportaron la
disminucion de los rendimientos de extraccion debido a pérdidas por volatilizacion
o por degradacion de los polifenoles y terpenos contenidos en los rizomas de

curcuma y hojas de romero [90,91].

Louli y colaboradores [92] encontraron que una disminucién en el tamafio de
particula de semilla de perejil (P. crispus), de 293 a 495 um representa un
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aumento de mas del 30% en el rendimiento de la extraccion de su aceite; en el
romero, la cantidad de extracto aumenté de 2.3 a 2.8 g por g de MV, cuando el
tamafio de particula disminuy6 de 436 a <150 um [56]. Sabio y colaboradores [93]
reportan disminuciones del 50% en la extraccidon del licopeno a partir de cascaras
de tomate, al reducir el tamafio de particula de 345 a 80 um. De cualquier manera,
cada material es diferente y se deben ensayar mas de un tamafio de particula y
densidad de carga, para lograr los mejores resultados posibles. Para la extraccion
de antioxidantes a partir del romero y salvia, se reportan tamafios de particula
entre 150 y 999 um y densidades reales entre 300 y 1046 kg/m® [56,59,63,68].

2.3.5. Humedad y secado del material vegetal. La presencia de agua no se
recomienda, ya que la humedad actia como una barrera en la transferencia de
masa desde la fase soélida a la supercritica, este efecto es mas significativo para
los compuestos apolares [5,94,95]. Ademas, la coextraccién de agua hace que
algunos compuestos sufran descomposicion hidrolitica [75]. Aproximadamente un
0,3% de agua es soluble en CO,-SF, esto sirve para aumentar la polaridad del
fluido. Un exceso de agua en el material hace que los analitos polares o
hidrofilicos prefieran permanecer en la fase liquida, lo que hace que su
transferencia hacia la fase supercritica sea muy baja [94]. Se han reportado

contenidos de agua entre un 7 y 19% en base humeda [95].

Tabla 7. Cantidad necesaria, ug/mL, para reducir en un 50% la concentracion
inicial del radical DPPH.

Forma de secado Fraccion de antioxidantes Fraccion de volétiles
Liofilizacion 43.9 148
En horno, 45 °C 153.8 177.7
En rotoevaporador, 35 °C 128.4 5331

En el trabajo de lbafiez y colaboradores [58], se compararon los extractos
obtenidos de R. officinalis, que se sec6 de diferentes maneras, a saber: 1. Secado
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en frio (liofilizacién); 2. Secado en horno a 45 °C; y 3. Secado en rotoevaporador a
35°C. El rendimiento de extraccion mas alto se obtuvo a partir del material seco
obtenido por el Método 1, pues las pérdidas de compuestos volatiles fueron
menores a temperaturas bajas; ademés el secado por el Método 2, alterd
negativamente la fragancia del extracto. La actividad antioxidante de extractos se
calculd6 como la cantidad de extracto necesaria para que los antioxidantes

presentes en él, “atrapen” DPPH, segun los datos que aparecen en la Tabla 7.

2.3.6. Flujo del solvente. El flujo de solvente afecta principalmente la extraccion
de solutos que estan facilmente disponibles en la matriz, como ceras, que se
encuentran en la superficie de las hojas, o terpenos volatiles, ubicados en tricomas
glandulares [4]. Durante el inicio del proceso de extraccion, flujos altos mejoran los
rendimientos, pero si la extraccion dura 3 h, este efecto se torna irrelevante [3,96].
El flujo del solvente afecta los rendimientos de aceite obtenido de las semillas de
apio [97]: al disminuir el flujo desde 3 a 1 kg/h, se mejora el rendimiento en un
20% debido al mayor tiempo de contacto entre el CO, y la matriz vegetal. En la
extraccion de compuestos fendlicos a partir de los residuos de la uva [88], flujos
altos no tuvieron ningun efecto sobre la cantidad de componentes extraidos. El
rendimiento del extracto de romero no presentdé una variacion significativa al
aumentar el flujo desde 1 a 5 g/min [56]. Es importante tener en cuenta que los
flujos altos incrementan los costos operacionales del proceso y este parametro se

debe tener en cuenta cuando se realiza el proceso a nivel industrial [95].

2.3.7. Tiempo de extraccion. Los reportes sobre esta variable muestran rangos
de operacionamplios; para etapas estaticas —flujo igual a cero- que suelen
aplicarse antes de las etapas dinamicas, se citan tiempos entre 1 miny 2 h, y para
las dinamicas, tiempos entre 15 min y mas de 5 h [3,95,96]; esta metodologia de
trabajo ha mostrado resultados positivos. Tiempos muy prolongados de extraccion
reducen la dependencia del rendimiento de otras variables operacionales, como es

el caso del extracto de caléndula. Durante su extraccion, el rendimiento no varid
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significativamente bajo diferentes condiciones de presion, cuando se evaluaban
tiempos de tres horas, pero los costos de extraccion si se aumentaron [98].
Pourmortazavi y colaboradores [75] citan, que operando con un periodo estéatico
de 25 min y fijando periodos dinamicos de 20 o 30 min, la cantidad de compuestos
poco volatiles (flavonoides, ceras y diterpenos) aumentaba, a la vez que la
cantidad de componentes mas volatiles disminuia (monoterpenos). Para
compuestos solubles en el CO,-SF, los tiempos de extraccion largos no influyen

significativamente, pero si para los compuestos poco solubles [96,98].

2.3.8. Condiciones de separacion. La separacion y la recuperacion de los
extractos son variables comunmente ignoradas por algunos autores de libros y
articulos cientificos sobre el tema, aunque son muy importantes para la
recuperaciéon de los componentes de interés. Las opciones actualmente
disponibles incluyen: 1. Restrictores de presion y controles de temperatura en
donde el extracto queda condensado en viales o recipientes cilindricos; 2.
Adsorcién sobre materiales porosos para retener el extracto y reciclar el fluido; 3.
Disolucién del extracto en solventes liquidos y 4. Tecnologias de nanofiltracién en

membranas u osmosis inversa [3,75,95].

Dentro de la primera opcién, figuran los equipos en donde el extracto se
despresuriza hasta alcanzar presiones cercanas a la atmosférica y forma un ciclén
dentro de un recipiente cilindrico, lo que permite separar los componentes del CO,
gaseoso. En estos recipientes el control de la presion y la temperatura es
importante, pues de estas dos variables depende el grado de fraccionamiento del
extracto [59]. Las configuraciones de los equipos con esta opcidn de separacion
incluyen, por lo general, dos o tres recipientes cilindricos en acero inoxidable.
Cada uno de estos separadores recibird una fraccion distinta en cuanto a su
composicion quimica, propiedades antioxidantes y rendimiento; una de las
fracciones es la que contendra los compuestos mas volatiles, responsables de la

fragancia de la planta; otra, sera conformada por los compuestos con propiedades

64



antioxidantes, que son poco volatiles; y otra mas, las grasas o ceras cuticulares,
que son indeseables en la mayoria de los casos. Nunca obtendran fracciones con
grado de purezaalto, pues cada una de ellas contendra un pequefio porcentaje de
las otras, e.g., se han llegado a obtener fracciones de antioxidantes fendlicos con
hasta 2% de compuestos volatiles [72]. Las siguientes fueron las condiciones de
presion y temperatura empleadas por Herrero y colaboradores [91], para separar
los compuestos fendlicos (fraccion 1), delos terpenos y sesquiterpenos volatiles
(fraccion 2), en la extraccion de romero: 10 MPa y 313 K, y 0.1 MPa y 313 K,
respectivamente.
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3. METODOLOGIA

3.1. MATERIAL VEGETAL Y TRATAMIENTO POSTCOSECHA

El material vegetal, MV, de las dos especies bajo estudio se cosechd en el
municipio de Sucre, Santander. La identificacion taxondmica delasespecies
estudiadas, se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de

Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia (sede Bogota).

Las hojas, tallos y flores procedentes de parcelas experimentales ubicadas en el
municipio de Sucre, Santander, se secaron bajo condiciones temperatura y
humedad ambientales, protegidos de la luz solar y del agua. El material vegetal se
envié al Complejo Agroindustrial Piloto, CENIVAM, en donde se picé manualmente
con tijeras de jardineria y posteriormente se moli6 en un molino de cuchillas
Willey Mill, Standard Model N° 3, (Pittsburg, PA, EE.UU.), hasta alcanzar un
tamafio promedio de 1 mm. La caracterizacion por tamafio del MV se llevé a cabo
en un tamizador Tyler Portable Sieve Shaker Model RX-24, (Columbus, MI,
EE.UU), equipado con mallas Sargent-Welch Scientific Company,(Buffalo, NY,
EE.UU).

El material molido se sometié a un proceso de secado controlado, en un horno

eléctrico Indumegas (Bucaramanga, Colombia) hasta alcanzar valores de

humedad menores de 10% (base humeda) [99]; se siguid la metodologia

consignada en el trabajo de GoOmez [100], desarrollada previamente en el

Laboratorio de Cromatografia (UIS). Para obtener el valor (en porcentaje) de
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humedad el MV previamente molido (0.21-1.76 mm), se sometié a secado “total”
en horno con ventilacién a 115 °C durante 24 h. Se resto la masa del MV seco de
la del humedo, y esta diferencia representd la humedad. Finalmente para
expresarel valor en porcentaje se utilizd la Ecuacion 5. Los equipos para

lamolienda y el secado son mostrados en la Figura 12.

kg de humedad kg de humedad
g 100 = g

* = * 100Ecuacion 5
kg de MV himedo kg de humedad +kg de MV seco

H:

C

Figura 12. Equipos empleados en el tratamiento de post-cosecha del material

vegetal cosechado en Sucre, Santander: A. Molino de cuchillas,Willey Mill,
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Standard Model N° 3, (Pittsburg, PA, EE.UU.) ; B. Horno eléctrico, Indumegas
(Bucaramanga, Colombia); y C. Tamizador, Sargent-Welch Scientific
Company,(Buffalo, NY, EE.UU). Fotos: Carlos Ruiz, noviembre de 2009.

Se llevaron a cabo extracciones con CO,-SF para estudiar la influencia del secado
a 313 y 323 K y el tamafio de particula para los rangos entre 0.22-0.5, 0.5-1.0 y
1.0-1.76 mm.

3.2. SOLVENTES Y REACTIVOS

Se utilizd CO.del 99.9% de pureza (Linde de Colombia, Bogota, Colombia). El
metanol, etanol, isopropanol y el reactivo de Follin-Ciocalteu (2N) utilizados fueron
grado HPLC (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EE.UU.). El Trolox®97%, (4cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico); la vitamina E (a-tocoferol) 97%,; el
(tert-butilhidroxianisol) BHA 95%,; el BHT (tert-butilhidroxtolueno) 99%,; la
flurescina (FL); el AAPH (di-didrocloruro de 2-2"-azobis aminopropano); los
patrones de los acidos p-cumarico (98%), galico (99%), caféico (98%), rosmarinico
(97%), ursolico (90%) y carnosico (98%); y los flavonoides apigenina (95%),
naringenina (95%), luteolina (98%) y quercetina (98%), fueron suministrados por
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). El agua tipo 1, se obtuvo de un equipo
Milli-Q® (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.).

3.3. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION CON CO,-SF DE ANTIOXIDANTES A
PARTIR DE SALVIA'Y TOMILLO.

Se disefiaron experimentos factoriales fraccionados 22 para determinar cuéles

factores (presion, temperatura, flujo, tiempo estatico, tiempo dinamico, presion de

separacién y temperatura de separacion) tienen una incidencia significativa sobre

los observables evaluados (capacidad antioxidante, cantidad total de fenoles y

rendimiento del extracto). En la Tabla 8 se muestran los factores evaluados, el

simbolo asignado en este trabajo y el dominio experimental. Los efectos
68



principales e interacciones de dos factores se evaluaron con graficos de
probabilidad normal inversa y con el analisis de la varianza, ANOVA. Ademas se
construyeron algunos modelos lineales con el propoésito de obtener una
aproximacion de las condiciones de partida para la optimizacion por el método

Simplex.

Tabla 8. Dominio experimental en la optimizacion de la extraccion de antioxidantes

a partir de salvia y tomillo.

N° Dominio
Eactor Simbolo Factores _ -
1 P Presion, MPa 30 50
2 T Temperatura, K 313 353
3 F Flujo, kg/h 1.2 3.6
4 D Tiempo dinamico, min 30 120
5 E Tiempo estéatico, min 0 30
6 G Presién de separacion, MPa 0.1 1
7 H Temperatura de separacion, K 301 331

3.4. PROCEDIMIENTOS

3.4.1. Extraccion con CO,-SF.Las extracciones con fluido supercritico se llevaron
a cabo en un equipoThar SFE-2000-2-FMC50 (Thar Instruments, Inc, Pittsburg,
PA, EE.UU.) que se muestra en la Figura 13, equipado con un portamuestra en

acero inoxidable con capacidad de 2 x 10° m®

; un sistema de separacion y
coleccién de los extractos tipo ciclén, con capacidad de 5 x 10* m® regulador
automatico de presion; bombas de alta presion P-200A (Thar Instruments, Inc,
Pittsburg, PA, EE.UU.), para el CO, y P-50 (Thar Instruments, Inc, Pittsburg, PA,

EE.UU.), para el modificador y un medidor de flujo Sitrans FC Massflo tipo MASS
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6000 (Siemens AG, Berlin, Alemania). El control de las presiones, temperaturas y
flujo, se llevo a cabo desde un computador, mediante el Software Process Suite
Thar (Thar Thecnologies, Inc, Pittsburg, PA, EE.UU.).

Figura 13.Extractor con CO, supercritico SFE-2000-2-FMC50(Thar Instruments,
Inc, Pittsburg, PA, EE.UU.). Foto: Carlos Ruiz, julio de 2011.

En cada una de las extracciones se depositaron en el portamuestra (extractor),
500+10 y 522+13 g, con una humedad de 7.0+0.6 y 8.7+0.4% para salvia y tomillo,
respectivamente (base humeda), un tamafio de particula entre 0.22 y 1.76 mm y
una densidad de carga de 284+32 kg/m®. La combinacién de los niveles de los
factores mostrados en la Tabla 8,dio como resultado 32 experimentos para el
disefio 2’2, Los tiempos de extraccion dindmico y estatico se cronometraron una
vez las condiciones de temperatura y presion seleccionadas se alcanzaron.Una

vez obtenidos, los extractos se escurrieron mediante prensado manual para
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eliminar el agua; luego, se pesaron en una balanza analitica Metler
ToledoPB1502-S,+ 0.005 g (Kusnacht, Suiza), con el fin de determinar el
rendimiento de extraccion; posteriormente, se envasaron en viales ambarbajo
atmosfera de N, y se sellaron con papel parafina, para protegerlos de la luz y
minimizar la oxidacion por el aire; finalmente, se almacenaron a 257 K, hasta su

posterior analisis.

3.4.2. Obtencion de extractos mediante extraccién con etanol. Para la
obtencion de los extractos se implementaron las metodologias aplicadas en los
trabajos de Durling y colaboradores [32] y Tena y colaboradores [69], con algunas
modificaciones. Se pesaron 50 g de salvia o tomillo y se agregaron 300 g (380 mL)
de etanol absoluto (relacion 1:6 en masa), la mezcla se sometioé a sonicacién a 35
KHz(Elmasonic E30 H (Singen, Alemania) durante 2 horas a 50 °C, luego se filtr6
al vacio en un embudo Bushner y el material vegetal se someti6 a dos
maceraciones mas. Las tres porciones de etanol se mezclaron con 80 g de carboén
activado en un agitador orbital a 800 rpm (Duran) durante dos horas para reducir
la coloracion verde luego se filtré al vacié y el nuevo filtrado se sometid a
rotoevaporacion (Buchi Rotavapor R, Flawil, Suiza). El extracto obtenido se llevo a
sequedad con una corriente de nitrégeno (99.995%, Linde de Colombia, Bogota,
Colombia) y finamente se pes6 en una balanza Metler ToledoAL204, +0.0001 g

(Kiisnacht, Suiza).

3.4.3. Preparacion de las muestras para ladeterminacion de la capacidad
antirradicalaria, el contenido total de fenoles y el analisis cromatogréafico.De
cada extracto se pesaron 10 6 20 mg segun fuera el caso: 10 mg para el analisis
de la capacidad antirradicalaria y el contenido total de fenoles; y 20 mg para el
andlisis mediante cromatografia liquida y gaseosa (fraccion metandlica del
extracto). A la masa de extracto se agregéb 1 mL de metanol y la mezcla se
sometié a sonicacion a una frecuencia de 35 kHz durante 30 min en un equipo

Elmasonic E30 H (Singen, Alemania), agitacién orbital a 2500 rpm durante 1 min
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en un MS2 Minishker, IKA (Wilmington, NC, EE.UU.) y a centrifugacion a 3600 rpm
durante 15 min en una centrifuga Clay Adams Compact Il (Sparks, MD, EE.UU.).
Del liquido sobrenadante se tomaron las alicuotas para los respectivos analisis. A
las fracciones metandlicas del extracto se les agregd 1 um de n-tetradecano

(estandar interno).

3.4.4. Determinacién de la capacidad antirradicalaria mediante ORAC. La
determinacion de la capacidad antirradicalaria se realiz6 en un lector de
microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ 1l Microplate Multimode Reader
con microplacas de poli(estireno) de 96 pozos y equipado con modulos de
absorbancia y fluorescencia (Sunnyvale, CA, EE.UU.), que aparece en la Figura
14. Las muestras o el Trolox® se disolvieron en una mezcla metanol:agua (50:50
vlv). Se adicioné buffer fosfato, FL y las soluciones de las muestras en la
microplaca, se agito e incub6 a 310 K. Cuando la temperatura alcanzé los 37°C,
se adicion6 el AAPH y se inici6 la medicidén de la disminucion de la fluorescencia
en funcion del tiempo. Como estandar de control en las mediciones se usdTrolox®

y se cuantificd, usando la curva de calibracion.

o Dinsiens

Figura 14.Lector de microplacas Turner Biosystems Inc., Modulus™ Il Microplate
Multimode Reader.Foto: Ginna Arias, Julio de 2011.
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3.4.5. Medicion de la cantidad total de fenoles. Los fenoles totales fueron
estimados como equivalentes del 4cido géalico, GAE, y se expresaron como mg /L
de &cido galico. El volumen total de reaccion fue reducido a 200 uL. 50 uL de
solucién de la muestra se mezclaron con 50 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu,
luego de 1 min, se adicionaron 100 uL de NaCO3(6% p/v). Después de 2 h de
incubacion a 298 K en el equipo mostrado en la Figura 14, se midi6 la
absorbancia de la mezcla a 750 nm y se compardé con la curva de calibraciéon del
acido galico elaborada con mediciones realizadas de la misma manera que las de

las muestras de los extractos.

3.4.6. Anélisis mediante HPLC-DAD. El analisis cromatogréfico se realiz6 en un
cromatégrafo Agilent Technologies 1200 (Miami, FL, EE.UU.), que consta de una
bomba cuaternaria Agilent Tecnologies G1354A, un inyector manual Agilent
TecnologiesSeries 1200 G1328B y un detector UV-Vis de arreglo de diodos
G1315B. El procesamiento de los datos se realizo bajo el sistema de datos Agilent
ChemsStation LC (Figura 15).
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Figura 15. Cromatografo liquido con detector de arreglo de diodos Agilent
Technologies 1200 (Miami, FL, EE.UU.)y sistema de procesamiento de datos.
Foto: Monica Cala, noviembre de 2009.

Se empled una columna Zorbax-Ecilpse Cig 150x4.6 mm, tamafio de particula 3.5
um; los analitos se eluyeron con una fase mévil conformada por metanol y agua,

en gradiente de elucién (0.1% acido ortofosforico).

3.4.7. Analisis mediante GC-MS en columna de fase estacionaria apolar.

La separacion e identificacion de los metabolitos secundarios de la fraccion
metanolica de los extractos SFE se realizéen un equipo GC Agilent Technologies
6890 Plus (Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de
masas Agilent Technologies MSD 5975 Network (Véase Figura 16). La separacion
de los compuestos se llevé a caboen una columna capilar con fase estacionaria
(f.e.)apolar de 5%-fenil-poli(metilsiloxano) (DB-5MS, J & W Scientific, Folsom,CA,
EE.UU.) de 60 m x 0.25 mm, D.Il. x 0.25 um, d; Se empled helio(99.995%, gas AP,
Linde Colombia, Bucaramanga, Colombia) como gas de arrastre en el analisis
cromatografico, con una presion de entrada en la cabeza de la columna de 16.47
psi, y una velocidad volumétrica de flujo de 1 mL/min.
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Figura 16.Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies6890PIus, acoplado a un
detector selectivo de masas Agilent Technologies MSD 5975Network.Foto: Ginna
Arias, julio de 2011.

La temperatura del inyector fue de 250°C, modo de inyeccion split (1:30) y un
volumen de inyeccion de 2 pL. En el horno del cromatégrafo la temperatura
durante la corrida cromatografica se programo de 45°C (5 min), luego se aumento
@ 4°C/min hasta 150°C (2 min), después @ 5°C/min hasta 250°C y finalmente
@10°C/min hasta 275°C (15 min). En la camara de ionizacion la fuente de
ionizacion (MS sourse) se mantuvo a 230°C, mientras que el cuadrupolo (MS
cuadrupole) a 150°C. Los iones fragmento en los espectros de masas se
obtuvieron por impacto con electrones de energia de 70 eV, en un rango de
masas, m/z, entre 45 y 450, con una velocidad de scan de 2 A/D samples.

3.4.8. Extraccion de los metabolitos secundarios volatiles mediante HS-
SPME. Para encontrar el recubrimiento que tuviera una mayor afinidad con los
analitos presentes en el espacio de cabeza de los extractos de salvia y tomillo se
compararon dos recubrimientos, a saber: poli(dimetilsilioxano) (PDMS 100 um) y
poli(dimetilsiloxano)-divinilbenceno (PDMS/DVB 65 um) (Supelco, Bellafonte, CA,
EE.UU.). Se determind la temperatura de extraccion y el tiempo de equilibrio. Se
tomaron 10 mg de extracto y se depositaron en un vial ambar de 10 mL, se
agregaron 2 mL de agua tipo I, la mezcla se sometié a sonicacion durante 30 min.
Luego el vial con su contenido se sometieron a calentamiento (40°C) con una
placa de calentemiento (x 2°C, Boeco, Hamburgo, Alemania) durante 10 min (pre-
equilibrio), luego se insertd la fibra a través del septum de silicona que sellaba el
vial. El tiempo de exposicion fue de 40 min. Para homogenizar se agitd con ayuda

de un magneto.

3.4.9. Analisis mediante GC-MS en columna de fase estacionaria polar.La

desorcion de la fibrase realizd6 en un GC Agilent Technologies 6890NNetwork

Series GC (Agilent, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector
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selectivo de masas Agilent Technologies5975Inert XL. La separacion de los
metabolitos secundarios volatiles se llevocabo en una columna de silice fundida
DB-WAX (J & W Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), con fase estacionaria
entrecruzada e inmovilizada de poli(etilenglicol) de 60 m x 0.25 mm, D.l. x 0.25
pMm, ds, con una presion de entrada de la columna de 20.75 psi. La temperatura del
horno se programé desde 45 °C (5 min) hasta 150°C (3min) @ 3°C/min, y hasta
220°C (5min) @ 4°C/min. La desorcion se llevo a cabo en puerto de inyeccién a
250 °C durante 10 min.Las demd&s condiciones operacionales se mantuvieron
iguales a las mencionadas anteriormente en el Numeral 3.4.7. El equipo se

muestra en la Figura 17.

Figura 17.Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies6890N NetworkSeries GC,
acoplado a un detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975Inert XL.
Foto: Carlos Ruiz, julio de 2011.

3.4.10. Identificacion y cuantificacion de los analitos de interés. La
identificacion de algunos de los componentes antioxidantes de los extractos se

llevé a cabo comparando sus tiempos de retencion, tg y los espectros UV-Vis con
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los de sustancias de referencia certificadas, e.g. acido rosmarinico, carndésico,
caféico y apigenina. La cuantificacion se realiz6 por el método del estandar
externo, se construyeron curvas de calibracion (Areas Vs. Concentracion), y se
obtuvieron con ellas, el factor de respuesta R;, del detector para cada componente
(ver Ecuacion 6). Con base en este factor se calcularon las concentraciones de

los metabolitos secundarios antioxidantes en el extracto.

_ Concentracion(ug /mL)
Area(cuentas)

Rf Ecuacion 6.
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. IDENTIFICACION BOTANICA

El material vegetal de estudio se cosechd en parcelas experimentales ubicadas en
la zona rural del municipio de Sucre, Santander, veredas El Retiro, La Pradera y
La Granja. La cosecha se llevé a cabo después de 4 meses a partir de la siembra
en campo, cuando las plantas se encontraban en floracién. Las condiciones

ambientales se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Promedios de las condiciones ambientales durante la época de cosecha.

Temperatura, °C Humedad, % Pluviosidad,
Fecha de cosecha
Minima Maxima Minima Maxima mm
28-03-10 (salvia) 11 22 50 61 0
27-07-10 (tomillo) 9 21 62 73 54

Las muestras de las especies estudiadas fueron identificadas en el Herbario
Nacional Colombiano, COL, por el Dr. José Luis Fernandez, a quien el autor del
presente trabajo le manifiesta su agradecimiento. Una muestra de cada especie
quedo depositada como pliego-testigo en este herbario y en el Herbario de

CENIVAM, la identificacion de las especies se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Nombres cientificos y numeros asignados en el Herbario Nacional

Colombiano.
Nombre comuln Nombre cientifico Numero COL
Salvia Salvia officinalis L. 555844
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Tomillo Thymus vulgaris L. 555843

Los cultivos experimentales ubicados en la vereda El Retiro, Sucre, Santander se
muestran en las Figuras 18y 19.

Figura 18. Cultivo experimental de salviaen la vereda El Retiro, Sucre. Foto:
Carlos A. Ruiz, diciembre de 2010.
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Figura 19. Cultivo experimental de tomilloen la vereda El Retiro, Sucre. Foto:
Carlos A. Ruiz, diciembre de 2010.

4.2. TRATAMIENTO POST-COSECHA

Después de la cosecha de todas las parcelas o lotes, el secado de las plantas se
prolong6 aproximadamente 15 dias en caneyes recubiertos de plastico y fibra poli-
sombra, hasta el momento en que las plantas secas se empacaron en costales de
fibra sintética (polipropileno) y se enviaron al Complejo Agroindustrial Piloto de
CENIVAM, UlS-Bucaramanga. Con el secado en las condiciones indicadas, se
logr6 obtener un producto libre de hongos, que ademas conservd sus
caracteristicas organolépticas. Una vez en el Complejo Piloto Cenivam, el material
vegetal (MV) se pesé y se selecciond de acuerdo con los siguientes requisitos:

4 Que el lote seleccionado fuera de maximo dos parcelas, con el fin de

disminuir el error aleatorio.
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v Que la masa de material vegetal de cada especie fuera suficiente (ca 40

kg), para realizar la totalidad de las extracciones.

4.2.1. Picado.Posteriormente, el material vegetalse someti®6 a molienda y
tamizado, esta clasificacion dio como resultado tres intervalos de tamafios de
particula.En la Tabla 11, se muestran dichos intervalos y la masa de cada uno de
ellos, luego de una prueba de clasificacion por tamizado con 3.05kg de material

vegetal de cada una de las especies.

Los rangos se escogieron teniendo en cuenta que la masa de MV en cada uno
fuera proporcional. ElI material vegetal retenido por el tamiz N° 10 fue
descartado,i.e. 28 g, en el caso de salviay 22 g, para el tomillo, por considerarsele
muy grande y de composicion homogénea, es decir, este material de tamafio
mayor estaba conformado solamente por trozos de tallos, lo que significa que no
contiene cantidades altas de los metabolitos de interés [99].

Tabla 11. Resultados del proceso de tamizado de cada una de las especies
estudiadas (3.05 kg).

N° de Diametro de Masa de MV retenido por tamiz,g  Rango escogido,
malla tamiz, mm Salvia Tomillo mm
10 1.76 28 22 Desechado
14 1.40 301 419
1.00-1.76
18 1.00 460 438
20 0.850 465 400
0.500-1.00
35 0.500 566 597
50 0.300 737 643
0.210-0.500
70 0.212 474 492
Fondo 19 39 Desechado
Total 3050 3050
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El MVseco a 40 °C de cada tamafio de particula se le realizaron extracciones por
duplicado, se determiné el rendimiento de extraccion, y se escogio el intervalo de
tamafio adecuado para las extracciones del andlisis de variables y de la
optimizacién. Las condiciones escogidas las extracciones fueron: Presiones de
extraccion y separacion 40 y 0,5 MPa; temperatura de extraccion y separacién 333
y 316 K; flujo 2,4 kg/h; y tiempos dinamicos y estaticos 75 y 15 min,
respectivamente.Los valores anteriores corresponden a los puntos medios del

dominio experimental mostrado en la Tabla 8.

4.2.2. Secado. El material vegetal picado y sin caracterizar por tamafio (tamizado)
se someti6é a pruebas de secado en un horno eléctrico, a dos temperaturas, 313 y
323 K, con el fin de alcanzar valores de humedad menores del 10 %. Estos
valores se determinaron con la Ecuacion 5.Con loa interior se minimizael efecto
del agua que podria actuar como una barrera para la difusion del CO, en los
organos internos de la planta. Ademas, el agua compite por la solubilidad de los
metabolitos secundarios, segun lo han reportado varios autores [3,5,63]. Una
ventaja del secado en horno sobre el ambiental es que se evita la contaminacion
del MV y los tiempos prolongados, que pueden sobrepasar las 120 h en el caso de
tener instalaciones tipo vivero en donde el sol proporciona la energia térmica
[101].

La Figura 20 muestra la variacion de la humedad presente en 550.5 g de hojas,
tallos y flores de salvia, molidos y sin caracterizar por tamafio, en funcién del
tiempo de secado en el horno eléctrico (VéaseFigura 12), cuando ellos se
sometieron a las temperaturas escogidas. La curva que representa el cambio de
humedad en el MV de salvia, permite observar que se alcanza un equilibrio
rapidamente (480 min) para una temperatura de secado de 313 K y para 323 K,ca.
300 min.
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Figura 20. Porcentaje de humedad en hojas, tallos y flores de salvia molidos

(Tamafio de particula 0.22-1.76 mm, sin tamizar), en funcién del tiempo secado.

A diferencia de la curva de secado de salvia (Figura 20), la de tomillo (Figura 21),
se prolonga mas en el tiempo, lo cual quiere decir que la condicion de equilibrio se
alcanza en tiempos mayores, debido a que los tallos de tomillo son mas lefiosos y
duros, ademas, sus hojas son diminutas y rigidas; en cambio, las de salvia son
mas blandas y porosas, lo cual hace que contengan una mayor cantidad de agua y
que, a la vez, sea mas facil perderla. El equilibrio para las hojas tallos y flores de
tomillo a 313 K se logra a los 900 min, mientras que a 323 K se alcanza a los 720
min. Los valores iniciales de humedad (tiempo= 0 min) en las graficas representan
el porcentaje de agua que contenia el MV después del secado en caneyes en el

campo, para la salvia y el tomillo fueron de alrededor 14,3 %.
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Figura 21. Porcentaje de humedad en hojas, tallos y flores de tomillo molidos

(Tamafio de particula 0.22-1.76 mm, sin tamizar), en funcion del tiempo secado.

4.2.3. Influencia de la temperatura de secado y el tamafio de particula en la
capacidad antirradicalaria. Los tratamientos post-cosecha causan la
degradacion de algunos compuestos fendlicos y también pérdidas por evaporacion
de los compuestos volétiles.Cuando el MV se somete a temperaturas elevadas,i.e.
mayores de 50 °C [99], éste puede sufrir variaciones significativas en su
composicion. Para la salvia y el tomillo se recomiendan temperaturas maximas de
secado de 45 y 48°C, respectivamente [101,102]. En las Figuras 22 y 23 se
muestra la influencia que ejercen estas dos variables de post-cosecha sobre la
capacidad antirradicalaria (CA) medida en los extractos de salvia y tomillo. Las
extracciones que se llevaron a cabo con las condiciones enunciadas en la
Seccién 3.1para las pruebas de secado y picado se realizaron por duplicado. Para
salvia se escogié 50°C como temperatura de secado para el analisis de variables
mediante el disefio experimental factorial fraccionado.Se tomaron como criterios el
rendimiento y la humedad final obtenida después del proceso de deshidratacion.
Durante la realizacién de dichas pruebas aun no se habia implementado la técnica
de medicion de la actividad antirradicalaria mediantela capacidad de absorcién del

radical oxigeno, (ORAC). Al final de todos los experimentos, se midio la CA, y para
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el proceso de optimizacion de la SFE a partir de salvia, se cambio la temperatura

de secado a 40°C, que resulto ser mas favorable para conservar dicha propiedad.

En el caso del tomillo, no se presento la anterior situacion, pues cuando se realizo
el disefio experimental ya se contaba con las mediciones de CA, por lo tanto, para

todas la pruebas se empled la temperatura de secado mas baja (Figura 23).

CA, umol de Trolox/mg de
extracto
[ =Y

Salvia Tomillo
m40°C m50°C

Figura 22. Influencia de la temperatura de secado en la capacidad antirradicalaria

de los extractos de salvia y tomillo.

La temperatura de secado de 50 °C, afect6 de una manera mas drastica los
compuestos con propiedades antioxidantes de la salvia que los del tomillo.El
rendimiento en la salvia no varié significativamente para el caso de salvia pero si
para tomillo, a 40 y 50 °C fue de 2.4 y 2.6%, respectivamente, en el caso de salvia
y para tomillo de 1.1 y 1.7%, respectivamente. Los principales antioxidantes en la
salvia y el romero son los mismos [81]. Dela misma manera, la temperatura y el
modo de secado afectaron drasticamente la capacidad antirradicalaria de los
extractos SFE obtenidos a partir de romero [58].El secado en horno a 50°C
presentd disminuciones de mas del 150% respecto al secado mediante liofilizaciéon
en los valores de esta propiedad y el secado con roto-evaporador tiene la

desventaja de llevarse a cabo sin proteccion de la luz, aun asi, a 35°C resulta un
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17% mejor para la CA de los extractos que el secado en horno en ausencia de luz
a 50°C [58].
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Figura 23. Influenciadel tamafio de particula del MV en la capacidad

antirradicalaria de los extractos de salvia y tomillo.

Segun otros autores el agua co-extraida, durante la SFE hace que algunos
compuestos como matricina se degraden a lo largo del almacenamiento de los
extractos [75], razén por la cual se prefiere que el MVantes de la extraccién
presente la menor humedad posible; adicionalmente el agua en los Organos
internos de hojas, tallos y flores actia como una barrera a la difusion del diéxido
de carbono supercritico, CO,-SF [5,94,95]. En la extraccion de volatiles mediante
hidrodestilacion a partir de hojas de salvia, el secado en horno a 45°C afecto el
rendimiento y la capacidad antirradicalaria frente a otras técnicas, como el secado
medioambiental, el secado con luz infrarroja y el secado con microondas; mas
aun, el aumento en la temperatura de secado en el horno desde 45 a 65°C
produce pérdidas del 92.3% en la cantidad de volatiles [103], esto es debido a que
las células epiteliales se rompen y liberan los componentes al ambiente con
facilidad [104].

El picado afectd significativamente la CA de salvia pero no la de tomillo, puesto

qgue los diterpenos fendlicos son susceptibles al calentamiento excesivo que se
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pudo producir en el molino. Se ha estudiado la influencia de tres tamafios de
particula para el tomillo [105], sobre el rendimiento y la composicién de volatiles en
el extracto SFE; el tamafio mas pequefio (0.4 mm) resulté ser el mas adecuado
con 1.1% de rendimiento, frente a 0.7 y 0.8% para 06 y 0.8 mm,
respectivamente;asi mismo la cantidad relativa de los componentes mas
importantes,e.g., timol, carvacrol, timoquinona y trans-B-cariofileno fue la mas alta.
Para la salvia, los reportes de la influencia del tamafio de particula sobre el
rendimiento de la SFE son contradictorios. En el trabajo de Langa y colaboradores
[106], el tamafio de particula, 0.3 y 0.8 mm, no tuvo ninguna influencia; mientras
que en el trabajo de Catchpole y Grey [107], la disminucién de 1.53 hasta 0.68 mm
casi duplico el rendimiento, y en el de Reverchon y Tadeo [60] la disminucion de
3.1 a 0.25 mm aument6 significativamente la cantidad de extracto obtenido. La
cantidad de agua co-extraida depende de la humedad del material vegetal y la
masa cargada, pero no del tamafio de particula [60]. Se escogi6 el intervalo 0.5-
1.0 mm como tamafio de particula para las dos especies vegetales bajo estudio,

pues asi se obtuvieron las CA mas altas.

4.2.4. Cantidad de metabolitos secundarios volatiles y semivolétiles en los
extractos en funcion de la temperatura de secado y el tamafio de particula.
En las Tablas 12 y 13 se muestran los componentes mayoritarios reconocidos en
salvia y tomillo, y sus cantidades relativas (%). Se pueden apreciar las diferencias
en la composicion de los extractos al cambiar de temperatura de secado o tamafo
de particula. En promedio,se detectaron 70 y 49 componentes en los extractos de
salvia y tomillo, respectivamente (cantidad relativa mayor del 0.09%) y se logré el
reconocimiento de 34 componentes, en promedio, para la primera especie y 19,

para la segunda.

En las dos especies para la temperatura de secado de 50°C, el porcentaje del

area cromatografica total de picosidentificados fue menor que la obtenida de los

extractos de plantas secadas a 40°C, asi como también fue mas bajo el nimero
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de compuestos detectados. Esto se presentd porque muchos compuestos volatiles
se evaporaron del material vegetal, a la temperatura mas alta [75,101,104], entre
ellos, el 1,8-cineol y las tujonas, que disminuyeron su cantidad en los extractos de
salvia, mientras que ela-terpineno y B-felandreno solo se detectaron a nivel de
trazas (cantidad relativa menor del 0.1%) en los extractos de tomillo. En la Figura
24, se muestra el material vegetal picado a un tamafio de particula entre 0.5y 1.0

mm, y los extractos obtenidos de cada especie vegetal.

Figura 24. Apariencia del material vegetal empleado en todas las extracciones y
de los extractos obtenidos de: A. Salvia; y B. Tomillo. Fotos: Carlos Ruiz, julio de
2011.
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Tabla 12. Reconocimiento, identificacion y cantidades relativas (%) de los principales componentes encontrados en
los extractos SFE de salvia, segun las pruebas de secado y tamario de particula.

N° Compuesto 12 Cantidad relativa, % + s (n=6, duplicado de extraccién, tres muestras de cada extracto)
Pico Secado a 40°C  Secado a 50°C  Tamafio 0.22-0.5 mm Tamafio 0.5-1.0 mm Tamafio 1.0-1.72 mm
8 1,8-Cineol** 1039 6.7+0.1 5.7+0.4 4.7+0.2 8.2+0.8 8.42+0.09
11 cis-Tujona** 1113 5.7+0.4 3.8+0.2 2.13+0.08 4.310.4 5.2+0.1
12 trans-Tujona 1125 1.3#0.1 0.87+0.07 0.61+0.05 1.2+0.02 1.51£0.1
13  Alcanfor 1157 2.04+0.2 1.6+0.05 1.6+0.01 2.440.2 2.740.1
19 trans-B-Cariofileno 1442 6.3+0.2 5.2+0.04 3.9+0.1 6.6x0.5 6.52+0.08
23  Aromadendreno 1462 0.47+0.02 0.45+0.04 0.63+0.07 1.1+0.1 1.140.1
25  o-Humuleno** 1476 3.7£0.3 3.2+0.3 2.81+0.07 4.6x0.4 4.81£0.1
26  allo-Aromadendreno 1484 0.25+0.04 0.26+0.02 0.18+0.02 0.28+0.02 0.38+0.05
28 Valenceno 1517 0.53+0.01 0.59+0.05 0.48+0.03 0.51+0.05 0.74+0.08
32  Oxido de cariofileno 1610 0.60+0.05 0.29+0.01 0.40+0.04 0.49+0.04 0.39+0.01
33  Viridiflorol 1620 12.4+0.9 12.6+0.7 10.9+0.8 10.6+0.9 9.74+0.07
38 Neofitadieno 1957 0.42+0.02 0.44+0.02 0.36+0.05 0.33+0.05 0.33+£0.02
39 Acido n-hexadecanoico 1968 1.4+0.1 1.9+0.1 1.740.1 1.320.1 2.3+0.1
40 Acido palmitico* 1975 0.85+0.07 0.96+0.08 0.91+0.09 0.6+£0.1 1.2+0.1
41 Hexadecanoato de etilo* 2012 1.1+0.1 1.21+0.08 1.06+0.09 0.49+0.08 1.1+0.1
42  Manol 2094 25.7+0.8 27.5+0.9 22.240.7 20.71£0.9 18.7+0.9
45  Tricosano 2299 0.54+0.04 1.1+0.1 0.61+0.03 0.95+£0.03 0.44+0.04
46  trans-Ferruginol* 2361 0.23+0.03 0.31+0.04 0.37+0.04 0.32+0.03 0.39+0.02
47  Tetracosano 2412 1.2+0.01 1.3+0.1 2.08+0.07 1.4+0.1 2.2+0.2
48  B-Sitoesterol* 2843 1.84£0.1 2.04+0.09 3.54+0.09 1.6+£0.2 3.6+0.1
Total, %/Detectados/Reconocidos 80.3/77/36 77.9/72/35 66.7/76/37 76.7/68/41 77.9/59/33

*Reconocidos tentativamente. No se muestran todos los componentes reconocidos.
** |dentificados con base en los espectros de masas y tiempos de retencién de patrones de terpenos certificados.
%indices de retencion lineales experimentalmente obtenidos en la columna DB-5.

Tabla 13. Reconocimiento, identificacion y cantidades relativas (%) de los principales componentes encontrados en
los extractos SFE de tomillo, segun las pruebas de secado y tamafio de particula.
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N° I8 Cantidad relativa, % = s (n=6)

Pi Compuesto R - L _

ICO Secado a 40°C  Secado a 50°C Tamafio 0.22-0.5 mm Tamafio 0.5-1.0 mm Tamafio 1.0-1.76 mm
3 o-Terpineno 1023 0.28+0.02 tr° 0.182+0.003 tr° tr°
4 p-Cimeno** 1031 9.2+0.3 6.0+£0.3 3.63+£0.08 5.1+0.2 2.35+£0.04
5  B-Felandreno 1036 0.53+0.02 tr tr 0.27+0.02 tr
6 1,8-Cineol** 1040 0.95+0.01 0.68+0.05 0.41+0.02 0.33+0.02 0.28+0.02
7  y-Terpineno 1066 0.88+0.03 0.80+0.04 tr 0.61+0.04 0.271+0.007
8 cis-Hidrato de sabineno 1075 0.36+0.03 tr 0.23+0.03 0.20+0.02 tr
9 Linalol 1101 1.4+0.06 0.94+0.04 0.74+0.03 0.73+0.02 0.64+0.02
11  Alcanfor 1157 0.53+0.01 0.43+0.02 0.23+0.02 0.21+£0.01 tr
12 Borneol 1178 2.2+0.1 1.7+0.1 0.94+0.04 0.78+0.05 0.83+0.05
14  Eter metilico de timilo 1238 0.43+0.01 0.37+0.02 0.278+0.005 0.28+0.01 tr
15  Eter metilico de carvacrilo 1248 0.37+0.02 0.31+0.03 0.22+0.01 0.21+0.01 tr
16 Timoquinona* 1256 1.47+0.09 1.7+0.1 1.98+0.06 1.57+0.09 0.81+0.06
17  Timol** 1292 36+1 29+1 29.8+0.4 24.5+£0.9 24.5+£0.5
18 Carvacrol 1304 5.3x0.4 5.0+£0.9 5.6£0.4 4.1+0.4 4.4+0.2
20 trans-B-Cariofileno 1442 1.81+0.06 2.17+0.09 1.08+0.03 1.10+0.03 0.76+0.02
21  a-Humuleno** 1457 2.610.1 2.77+0.07 2.240.2 2.940.1 2.87+0.05
22  y-Cadineno 1534 tr tr 0.217+0.006 tr tr
25  Oxido de cariofileno 1610 1.46+0.06 1.69+0.03 1.93+0.05 0.87+0.06 0.82+0.03
26  epi-a-Cadinol* 1664 0.66+0.05 0.59+0.07 0.74+0.03 0.37+0.02 0.54+0.07
29 Acido n-hexadecanéico 1965 2.9+0.3 1.9+0.4 6.6+0.2 5.9+0.2 13.4+£0.7
31 3-Picenona* 2235 0.781+0.009 1.02+0.04 2.09+0.03 1.6+0.1 2.8+0.3

Total, %/Detectados/Reconocidos 67.8/49/22 57.5/46/18 59.9/62/21 52.0/52/20 55.3/36/14

*Reconocidos tentativamente.No se muestran todos los componentes reconocidos.

** |dentificados con base en los espectros de masas y tiempos de retencion de patrones de terpenos certificados.
%indices de retencidn lineales experimentalmente obtenidos en la columna DB-5.

®Detectado a nivel de trazas (<1.0%).
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En cuanto a los componentes de peso molecular mas alto, su cantidad relativa
(VéaseTabla 12), es mayor en los extractos aislados de salvia secada a
50°C,e.g.,acidos carboxilicos (Ver acido hexadecandico en la Figura 25), trans-
ferruginol y B-sitoesterol, esto se debié a que el area total del cromatograma del
extracto obtenido del MV secado a esta temperatura se redujo por las pérdidas de
componentes volatiles. Otro efecto que permiti6 mejorar la extraccion de los
componentes mas pesados en los extractos de salvia a la temperatura de secado
de 50°C,fue la menor humedad del MV (ca. 7.1%), pues la presencia de agua
afectd la difusion del CO,, y a la vez dificultd el transporte de los analitos desde la
matriz al flujo del solvente; mientrasque a 40 °C la humedad fue de ca. del 10%
[3,75,96]. Adicionalmente, el agua puede actuar como un modificador del fluido,
haciendo que aquellos compuestos polares y de mayor peso molecular (>230
g/mol) [60], se extraigan con mayor facilidad; este efecto pudo obrar de una
manera mas positiva con el material vegetal secado a 50 °C. El secado de salvia
en horno a 45 °C resultd benéfico solamente para la extraccion de o- y B-tujonas
comparado con los secados: medioambiental, en horno a 65 °C, con microondas y

con luz infrarroja, y también con la planta fresca [103].

Para los extractos (VéaseTabla 13)obtenidosde tomillo secado a 40°C, seobserva
una tendencia similar a la de la salvia, puesto quelas cantidades relativas de los
componentes fueron mas altas que para los extractos provenientes del secado a
50 °C. El nimero de componentes detectados fue levemente menor para el
secado a 50 °C respecto al de 40 °C, de la misma manera, que el de

componentes reconocidos.

Con respecto al tamafio de particula, se aprecia en la Tabla 12,que el nimero de
compuestos detectados bajo las condiciones de integracion elegidas, aumenta al
disminuir el tamafio de particula. Esto es el resultado del aumento del area
superficial en el MV que hace mas facil la transferencia de masa.Ademas,la

disminucién del tamafio de la particula hace que el camino por donde las
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moléculas se difunden sea mas corto, lo que aumenta la rapidez de la extraccion
[2,5,75]; esta ultima consideracion sobre la difusién, puede llegar a ser mas
drastica para el tomillo puesto que sus tallos son lignificados y, por ende, mas

dificiles de permear por parte del solvente y las moléculas de interés [108].

En las Figuras 25 y 26 se observa que los compuestos mayoritarios, manol y
timol, en los extractos de las especies bajo estudio, siguen la tendencia enunciada
anteriormente, es decir, presentan disminucion en la relacion é&rea del
compuesto/area del estdndar interno (n-tetradecano), que son estadisticamente
significativas. Los demas componentes de los extractos mostrados en las figuras
no siguen tal tendencia, lo cual se podria explicar por la canalizaciéon del CO,
supercritico a lo largo del lecho de MV [75,93] cuando el tamafio de particula fue
de 0.22-0.5 mm, debido a que la densidad de carga fue mayor y pudo afectar de

una manera significativa la extractabilidad de estos compuestos.

Ax/Aistd

40 °C 50°C 0.22-0.5mm 0.5-1.0 mm 1.0-1.76 mm

Temperatura de secado y tamafio de particula

m 1,8-Cineol Ecis-Tujona ®trans-beta-Cariofileno ®A. hexadecandico ®Manol

Figura 25. Variacion del factor area cromatografica del compuesto sobre el area

del estandar interno en los extractos de salvia.
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Otra observacion, es la diferencia de composicion del MV segun el tamafio de
particula, pues durante el proceso de caracterizacion se notdé que el tamafo de
1.0-1.76 mm estaba conformado principalmente por particulas provenientes de los
tallos, mientras que el de 0.22-0.5 mm, en su mayoria, por hojas. Las diferencias
en las concentraciones de los metabolitos secundarios, segun su localizacién en la
planta, se han reportado en especies como Spilanthes americana [36], y especies

del género Ocimum [109].
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Ax/Aistd

40 °C 50 °C 0.22-0.5mm 0.5-1.0 mm 1.0-1.76 mm

Temperatura de secado y tamafio de particula
Ep-Cimeno B Timoquinona = Timol ®alfa-Humuleno = A. hexadecandico = 3-Picenona

Figura 26. Variacion del factor area cromatogréafica del compuesto sobre el area

del estandar interno en los extractos de tomillo.

4.3. OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION CON CO,-SF DE ANTIOXIDANTES
DE SALVIA

Como primer paso para optimizar el proceso de extraccion se identificaron cuales
son las variables operacionales del equipo Thar SFE 2000-FMC50 que mas
influyeron sobre el rendimiento, la cantidad de compuestos fendlicos y la
capacidad antirradicalaria de los extractos aislados a partir de la especies bajo

estudio; ademas, se establecieron los limites practicos de estas variables, segun

93



las caracteristicas del equipo y lo registrado en la literatura disponible [56-63]. El
segundo paso, fue encontrar los niveles 6ptimos de los factores que mas

influencia tuvieron en los observables evaluados.

4.3.1. Resultados del disefio experimental factorial fraccionado. En el equipo
a escala piloto, utilizado en esta investigacion,fue posible modificar las presiones
de extraccion y separacion, la primera, mediante el Software y la segunda,
mediante una valvula manual ubicada en el tubo que conduce el CO, desde el
separador hacia el venteo. Las temperaturas de extraccion y separacion pudieron
ser modificadas desde el Software al igual que el flujo del fluido. Para lograr que la
presion se mantuviera constante en el portamuestra sin flujo del fluido, y de esta
manera conseguir un tiempo con el CO, “estatico”, el equipo cuenta con una
valvula adicional (VéaseFiguras 9 y 13 de las Secciones 1.5y 3.4.1). El tiempo
dinamico se empezo6 a medir, una vez las condiciones de temperatura alcanzaron
los valores deseados, y termind, cuando se apagaba la bomba. La densidad de
carga de MV no se tuvo en cuenta como una variable, pues fue complicado lograr
valores reproducibles, por lo tanto, se traté de dejarla constante ca. 280+32 kg/m?®.
En resumen, se tuvieron en cuenta siete factores con los cuales se construy6 un
disefio factorial fraccionado 22, con el objetivo de estudiar la influencia de éstos

en las respuestas.

Los limites experimentales para cada factor se escogieron con base en los
reportes experimentales disponibles: presién (-), temperatura (-), temperatura en el
colector (+), tiempos dinamico (-) y estatico (+,-); cantidad de CO, disponible: flujo
(+), tiempo dindmico (+); y con base en los rangos de operacion del equipo Thar
SFE 2000-FMC-50: presion (+), temperatura (+), presion en el colector (-,+),
temperatura en el colector (-) (VéaseTabla 8 de la Seccion 3.3). La influencia de
los factores se determind mediante graficos de probabilidad normal inversa y

analisis de la varianza. Para tener en un rango proporcional los valores de los
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diferentes observables, cada uno fue normalizado tal como se muestra en la
Ecuacién 7[110].

R_Rmm

N = * 100Ecuacion 7.

Rmmf_Rmm

En donde Nes la respuesta normalizada, R es la respuesta a normalizar, Ruyin,Rmax
son los valores minimo y maximo, respectivamente, de las respuestas obtenidas a
partir del disefio factorial fraccionado (VéaseTabla 14),de esta manera, las

respuestas estuvieron contenidas en el rango de 0 a 100.

Con el propésito de obtener una sola respuesta, se buscé una combinacion lineal
de los observables, asignandole a cada uno un peso de acuerdo con su
importancia, i.e., la capacidad antirradicalaria es la caracteristica principal de los
extractos, pues ésta es la que agrega mas valor al producto, por esta razon se le
dio un peso del 40% en la respuesta final. Si la capacidad antirradicalaria es alta,
es porque el extracto posee mayoritariamente sustancias de tipo fendlico [57,111],
por esta razon, se le dio un peso del 30% a la cantidad total de fenoles y el 30%
restante de importancia se le adjudico al rendimiento debido a que la cantidad de
extracto obtenida determina si un proceso es rentable; la combinacion lineal se

muestra en la Ecuacion 8.

Y =(03*R)+ (0.4 «CA) + (0.3 * CTF)Ecuacion 8.

Donde R es el rendimiento, CA la capacidad antirradicalaria y CTF el contenido
total de fenoles. A continuacion, en la Tabla 14, se muestran los resultados (sin
normalizar),después de realizar los 32 experimentos del disefio 2”2, los nimeros
de los experimentos hacen referencia a la combinacion de los niveles de los
diferentes factores. Adicionalmente, aparece el codigo de cada experimento en

donde cada letra representa un factoren su nivel alto (+), la ausencia de la letra
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(factor) significa que el nivel de dicho factor sera bajo (-). El valor de los simbolos

(+) y (-) de cada factor aparecen en la Tabla 8 de la Seccion 3.3.

En la Tabla 14 se observa, que cuando aparecen menos letras en el cédigo
experimental, las respuestas son bajas, e.g., codigos gh, p, t, f, dh y eg tuvieron
resultados menores que los de los experimentos codificados como ptfdg, pdegh,
fedgh y ptfdegh. Aunque lo anterior a simple vista parezca ser una tendencia
generalizada en la mayoria de los datos, cuando se evalud la correlacién lineal, se
obtuvieron valores entre la capacidad antirradicalaria y el contenido total de
fenoles de r=0.610; entre la capacidad antirradicalaria y el rendimiento, r=0.192; y
entre el contenido total de fenoles y el rendimiento, r=0.268; los coeficientes de
correlacion demuestran que las respuestas se encuentran pobremente

relacionadas.

Entre las razones que explican la falta de correlacion entre la capacidad
antirradicalaria y el contenido total de fenoles, posiblemente figuran: se extrajeron
compuestos que no son fendlicos (que no dan respuesta en el ensayo con el
reactivo Folin-Ciocalteu), pero poseen actividad,e.g., carotenos y esteroles [91];
gue los extractos contengan compuestos que dan respuesta al reactivo Folin-
Ciocalteu,e.g., sacaridos y aminas [112];y que las muestras, para llevar a cabo las
mediciones, se realizaron en diferentes solventes siendo mas polar el metanol -
utilizado en el método ORAC- que el etanol, utilizado en el método Folin-Ciocalteu
[8]. La relevancia de la concentracion del acido carnosico en la capacidad
antirradicalaria medida por el ensayo DPPH, es diferente para los solventes de
extraccion empleados, diclorometano (r=0.77) y etanol (r=0.66) [113]. EI
rendimiento y los demas observables no tienen por qué estar relacionados, puesto
gue en la masa del extracto obtenida después de cada extraccion se encuentran
compuestos que pueden ser fendlicos y antioxidantes o no,e.g., terpenos volatiles,

acidos grasos e hidrocarburos lineales.
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Tabla 14.Resultados obtenidos a partir del disefio factorial fraccionado 27,

N* odi a TR Combinacién de
Experimento Codigo* R, % pmol Trolox®/ mg de acido galico/ respuestas, Y
mg de extracto g de extracto
1 gh 0.7 0.9320.04 37.2+0.4 9.5
2 p 0.7 0.92+0.03 45.6+0.4 14.8
3 1.0 0.79+0.01 49.5+0.9 15.8
4 ptgh 1.3 1.11+0.03 66+2 41.4
5 f 1.4 0.95+0.03 67+1 37.2
6 pfgh 0.6 1.05+0.01 64+1 31.6
7 tfgh 1.2 1.07+0.04 50+1 28.3
8 ptf 2.8 0.80+0.01 362 232
9 dh 1.2 0.89+0.03 43.420.7 17.3
10 pdg 1.9 0.89+0.05 46.1+0.8 24.7
11 tdg 1.5 1.20+0.02 56+1 40.6
12 ptdh 1.8 1.7620.04 66.30.9 72.9
13 fdg 1.4 1.39+0.03 68.2+0.3 55.1
14 pfdh 2.0 1.66+0.04 6711 70.7
15 tfdh 2.2 1.59+0.01 74.7+0.8 75.4
16 ptfdg 3.3 1.41+0.02 73.3+0.4 771
17 eg 0.5 0.96+0.03 55+1 211
18 peh 0.8 1.37+0.03 64+1 46.6
19 teh 0.7 0.91+0.02 35+1 7.9
20 pteg 1.2 1.09+0.02 46+2 26.7
21 feh 1.1 1.15+0.01 33+1 20.0
22 pfeh 1.1 1.80+0.03 56+1 61.0
23 tfg 1.4 1.18+0.02 54.7+0.6 37.8
24 ptfeh 2.4 0.86+0.02 59.8+0.7 37.6
25 de 1 1.57+0.04 58.7+0.3 51.9
26 pdegh 1.8 1.32+0.03 62.910.9 52.6
27 tdegh 2.5 0.83+0.03 43.420.8 26.1
28 ptde 2.2 1.00+0.03 53.4+0.6 36.7
29 fdegh 1.3 1.61+0.02 78.0+0.9 69.5
30 pfde 1.9 1.12+0.02 62.6+0.8 44.9
31 tfde 2.7 1.035+0.005 67.4+0.9 52.6
32 ptidegh 3.8 1.70+0.05 62.0+0.9 85.1

*p: Presion de extraccion; t: Temperatura de extraccion; f: Flujo del fluido; d: Tiempo dinamico; e:
Tiempo estatico; g: Presion de separacién; h: Temperatura de separacion.
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De otro lado, la capacidad antirradicalaria y el contenido total de fenoles deberian
estar relacionados, puesto que los fenoles son los principales responsables de la
capacidad antioxidante de la salvia [35,114]. Algunos reportes han mostrado que
para varias especies de plantas el contenido de fenoles puede estar relacionado
con ensayos como TEAC, r=0.84 [115] y con las cantidades de carnosol y acido
carnosico cuantificados por HPLC, r=0.97 [116]. Pero, en otros casos, no se
observo la correlacion entre el contenido total de fenoles y TEAC r=-0.17, mientras
que con el ensayo DPPH esta correlacion fue pobre r=0,65 [116]. La correlacién
entre métodos que evallan la capacidad antirradicalaria y que se rigen por el
mismo mecanismo,i.e.,reacciones de transferencia de un electron, es muy
buena,e.g.,el método DPPH con TEAC r=0.985 [117].

Se han reportado altos coeficientes de correlacion entre el contenido de fenoles y
el método ORAC, cuando se calculan para 19 extractos acuosos de especies
empleadas como ingredientes culinarios r=0.986, y de 12 especies empleadas en
medicina tradicional r=0.919 [118]. En el trabajo de Silva y colaboradores [119], se
encontré un coeficiente r=0.837 para 62 extractos provenientes de 15 especies de
plantas amazoénicas. De 5 métodos para la estimacion de la capacidad
antirradicalaria de los extractos acuosos de 30 plantas, el método ORAC fue el
gue menos correlacion mostré con el contenido total de fenoles [120], una razén
es gue a diferencia de los otros métodos, ORAC toma en cuenta la cinética de los
antioxidantes, es decir, el tiempo de inhibicion del radical por parte del
antioxidante. En un reporte hecho por Tabart y colaboradores [112], la capacidad
antirradicalaria medida por tres distinta técnicas (TEAC, DPPH y ORAC) a 24
compuestos fendlicos puros, no mostré en ningun caso relacion con el contenido
de fenoles, con valores de r<0.7; una posible explicacién fue que la disociacion del
proton fendlico conduce a la formacion del anion fenolato que es capaz de reducir
el reactivo de Folin-Ciocalteu. Singleton y Rossi [121], ponen en evidencia que la
efectividad del método Folin-Ciocalteu depende del niamero de grupos hidroxilo

oxidables y del tamafio de las moléculas fendlicas. Shan y colaboradores [122]
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hicieron una revision de las correlaciones entre técnicas que miden la capacidad
antioxidante, y encontraron que cuando se tienen varias muestras, pero las
diferencias entre los valores maximos y minimos no son amplias, las correlaciones

entre el contenido total de fenoles y los demas ensayos no son buenas.

Los rendimientos obtenidos se encuentran entre los rangos citados en la literatura
para la SFE de la especie S. officinalis. Las extracciones a condiciones bajas, 9-
12.8 MPa, 298-323 K, 0.021-0.95 kg/h y tiempos dinamicos de 3 h dan
rendimientos del 1.3 al 4.8%; estos extractos estuvieron compuestos por terpenos
volatiles [60,62]. Las extracciones a condiciones mas altas, 30-35 MPa, 313-373
K, 0.3-0.4 kg/h y tiempos dinamicos de 2.7 a 4.7 h rinden del 1.3 al 4.6%
[57,63,81].

No se podria llegar a comparar directamente los rendimientos encontrados en los
reportes de la literatura disponible con los de este trabajo, pues las condiciones no
fueron idénticas, pero si se podria hacer, de una manera aproximada, la
comparacion del experimento 9 con el trabajo de Ivanovic y colaboradores [81],
pues en ambos casos las condiciones de presion y temperatura fueron las
mismas, 30 MPa y 313 K, respectivamente.El flujo fue mayor en el experimento 9,
1.2, contra 0.3 kg/h del de Ivanovic y colaboradores, y el tiempo en el experimento
9 fue menor, 2 Vs 3.7 h; asi pues, comparando el rendimiento de 1.2% en el
experimento 9 Vs. 1.3% en el del reporte, vemos que el rendimiento en el trabajo
de Ivanovic y colaboradores se obtiene empleando una cantidad menor de CO,
1.1 Vs 2.4 kg del experimento 9. El flujo tan alto en el presente trabajo comparado
con el del reporte anterior, se justifica por la razdn expuesta en parrafos
anteriores, en donde se expusieron los limites experimentales, ademas la masa de
material vegetal utilizado es 9 veces mayor y también a que la geometria del
recipiente de extraccién es diferente [68]. De igual manera, el experimento 11 de
la Tabla 14,se puede comparar con el trabajo de Babovic y colaboradores [57], en

donde las condiciones, 30 MPa, 373 K, 0.3 kg/h y 4.7 h, dieron un rendimiento del
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1.5%, que es igual al obtenido en el experimento considerado. En el trabajo de
Babovic y colaboradores se emplearon 1.4 kg de CO,, la cual, es una cantidad
menor que en el experimento 11 (2.4 kg); si se quisiera igualar el consumo de
solvente, Babovic y colaboradores hubieran tenido que aumentar el tiempo a 8 h
de extraccion; de la misma manera, que en la anterior comparacion la cantidad de
MV extraida en el presente trabajo es 9 veces mayor. Teniendo en cuenta las
relaciones de cantidad de CO, empleado con la masa de MV extraida, los
experimentos 11 y 9 resultan, mas eficientes que las extracciones de los dos
reportes considerados. De todas maneras, hay variables que no fueron las mismas
en los casos discutidos anteriormente,e.g., los tratamientos post-cosecha, las
condiciones de separacion del extracto, variables agroclimaticas de cultivo y parte
de la planta utilizada en la extraccion; este Ultimo factor es muy importante en las
diferencias, pues los autores referenciados emplearon sélo hojas y en el presente

trabajo se extrajeron hojas, tallos y flores, lo cual reduce los rendimientos.

En cuanto a la capacidad antirradicalaria de los extractos obtenidosde salvia con
CO,-SF, no se encontraron reportes que la evallen mediante el método ORAC,
pero, entre diferentes ensayos puede haber comparaciones, si se tiene en cuenta
las respuestas de las muestras de los extractos cotejadas con las respuestas de
algunos antioxidantes sintéticos de referencia,e.g.,BHA y BHT. En el reporte de
Ivanovic y colaboradores [81], una solucién de 3 mg/mL del extracto SFE inhibié el
100% de radical DPPH, de igual manera, lo hizo una solucién de 0.25 mg/mL de
BHA; la solucion de extracto neutralizé el radical hidroxilo completamente a una
concentracion de 10 Vs 2 mg/mL del BHA. En el trabajo de Babovic y
colaboradores [57], una solucién de 0.4 mg/mL de extracto de salvia, igualé a una
solucion de 0.2 mg/mL de BHA, en el 100% de la inhibicién del radical DPPH, y la
inhibicién total del radical hidroxilo se realizé con una solucion de 2 Vs 3 mg/mL de
la solucion de BHA, es decir el extracto de salviafue mas efectivo. En la patente de
Uy y colaboradores [71] se enuncia que el extracto de salvia presentd un

porcentaje similar de reduccion de peroxidos que la mezcla de BHA/BHT, bajo las
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mismas condiciones de medicion, 95 % en el extracto de salvia contra el 97% en
la mezcla de antioxidantes sintéticos. En esta investigacion, el extracto obtenido a
partir del experimento 22, fue el que presentd la capacidad antirradicalaria mas
alta, 1.80+£0.03 umol de Trolox®mg de extracto, a una concentracion de 10
mg/mL, mientras que el BHA present6 6.5+0.2 umol de Trolox® mg de BHA, a una
concentracién de 1mg/mL, lo cual quiere decir que los extractos obtenidos a partir
del disefio experimental obtuvieron capacidades antirradicalarias muy bajas
comparadas con el antioxidante de referencia; y comparandolas con las de los

reportes no alcanzaron sus efectividades.

Hay que resaltar, que en los trabajos citados, los ensayos se llevaron a cabo
utilizando soluciones en DMF (di-metilformamida), mientras en los de la presente
investigacion el solvente fue metanol, al respecto Cuvelier y colaboradores [123]
afirman que en metanol el acido carndsico, -que posee la actividad antioxidante
mas alta entre los diterpenos presentes en salvia- se descompone a carnosol y
éste, a su vez, en otros compuestos fendlicos con estructuras de 6- y y-lactonas,
gue poseen actividades antioxidantes menores que los compuestos predecesores.
Thorsen y Hildebrant [124] coinciden con los autores anteriores y agregan que el
almacenamiento de soluciones del acido carnésico en viales ambar aumenta la
degradacion del diterpeno fendlico, debido al alto contenido de Fe y Ti en el vidrio
de este tipo, que actian como catalizadores en la oxidacion; lo cual, podria ser
otra causa de los valores de capacidad antirradicalaria bajos obtenidos en el

desarrollo de la investigacion.

No se encontraron reportes de la medicion del contenido de fenoles mediante el
método Folin-Ciocalteu de los extractos SFE de salvia en las bases de datos
disponibles, sin embargo, se hallaron algunos reportes de tal medicion en
extractos obtenidos con solventes convencionales [118], los cuales seran

discutidos mas adelante en la Seccién 4.3.9.
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4.3.2. Andlisis de los factores (variables). Los gréficos de probabilidad normal
se emplean generalmente para evaluar si los datos proceden de una muestra que
se distribuye normalmente, si esto es cierto, los datos se deberian ajustar a una
linea recta en un gréfico en el cual, el eje X son los datos y el eje Y la probabilidad
normal. Para analizar los efectos significativos en un disefio factorial fraccionado
se pueden emplear estos graficos, suponiendo que aquellos efectos que se
encuentran en una linea recta no proporcionan cambios en la respuesta evaluada
por arriba de los cambios que produce en ella el error aleatorio [25,125]. Por lo
tanto, los efectos que no se alinean no pueden ser atribuidos a la variacion
aleatoria. En la Figura 27 se muestran aquellos efectos que presentan un cambio

significativo en la combinacion lineal de observables.
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Figura 27. Grafica de probabilidad normal para los efectos de primer y segundo

orden en la combinaciéon de observables de la Ecuacién 8.
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Hay una gran cantidad de puntos que representan efectos principales e
interacciones de dos factores que se alinean, en este caso, el gréafico resulta util,
puesto que se puede suponer que el error aleatorio es representado por la
mayoria de puntos que estan alineados y los efectos de los extremos que no estan

en la linea, presentan un efecto mas grande que el del error aleatorio [25,26,125].

Para corroborar la importancia de estos efectos sobre la respuesta se realizé un
ANOVA (Véase Tabla 15) con los efectos representados por: el tiempo dinamico,
D; el flujo, F; la presién, P; la temperatura en el colector, H, la interaccidén entre la
temperatura y el tiempo estatico, TE; de la misma manera se incluyeron la

temperatura de extraccion, T; y el tiempo estatico E.

Tabla 15. Analisis de la varianza para los efectos significativos en la combinacién

de observables descrita en la Ecuacién 8.

Factor Suma de cuadrados F Fus Pr>F
TE 0.09102 63.23 5.07E-04
H 0.03312 23.01 4.90E-03
E 0.00567 3.94 0.104
T 0.00927 6.48 6.61 0.0515
P 0.10319 71.68 3.77E-03
F 0.28239 196.2 3.34E-05
D 0.48174 334.7 8.98E-06
Error 0.00144

Una ventaja del analisis de la varianza mostrado en la Tabla 15, es que el error
utilizado como denominador de la prueba F se calcul6 con base en las réplicas de
los experimentos de las temperaturas de secado y los tamafios de particula
(Vease Seccion 4.2.3). Un ANOVA es una prueba muy poderosa para conocer las
fuentes de variacién de la respuesta, por esta razén requiere de réplicas para

calcular el error real en la experimentacion [25,26].
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Todos los efectos principales que no se alinearon en la grafica de la Figura 27
resultaron ser significativos con un 95% de confianza (Tabla 15). Asi mismo el
efecto de la interaccién, TE, fue significativo, pero se reviso la importancia de los
efectos principales, por separado, resultando que T y E no lo fueron, por ésta

razon no se tuvieron en cuenta en la optimizacion.

A continuacion, en la Figura 28, se describe de un modo gréfico, como es la
dependencia de la respuesta con respecto de las variables con mayor influencia.
En ella, destaca que el efecto con mayor influencia en la respuesta es el tiempo
dinamico, seguido del flujo, luego de la presion y, finalmente, por la temperatura
en el colector; esto puede ser observado en los cambios en los promedios de la
respuesta representada en el eje Y (pendientes). El orden establecido
anteriormente también se pude destacar de la figura de distribucion normal y del

andlisis de la varianza.

El nivel alto del tiempo dinamico de extraccion empleado en este trabajo se fijo en
120 min para disminuir los costos de extraccion, pues el sistema de extraccion no
contaba con la posibilidad de recuperar el solvente; ademas, tiempos muy
prolongados de extraccion reducen la dependencia del rendimiento de otras
variables operacionales, como en el caso del extracto de caléndula: durante su
extraccion el rendimiento no vario significativamente bajo diferentes condiciones
de presion, cuando se evaluaban tiempos de tres horas, pero si se aumentaron los
costos de extraccién [98]. Para los compuestos solubles en el CO,-SF, los tiempos
de extraccion largos no influyen significativamente, pero si en los compuestos
poco solubles [96,98]. La influencia del tiempo en las extracciones de volatiles a
partir de salvia (9 MPa, 323 K) se puede evidenciar en el incremento de
componentes cuando el tiempo aumenta de 20 a 350 min [60], en la extracciéon

corta, sélo se detectaron monoterpenos y sus analogos oxigenados, en la mas
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prolongada, se detectaron ademas sesquiterpenos oxigenados e hidrocarburos

lineales.
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Figura 28. Comportamiento de la respuesta con respecto a: A. Presion; B. Flujo;

C. Tiempo dinamico y D. Temperatura de separacion.

En las extracciones a partir de rizomas molidos (0.39 mm) de jengibre [86], se
determinaron tres periodos de extraccion distinguibles por la extensién en el
tiempo. El primero fue de extraccion constante (rapido), el siguiente fue un de
disminucion de la razén de extraccion, en donde se combinaron el primer y tercer
periodo, y el tercero fue el periodo controlado por la difusion (lento); estos se
presentaron entre los 30 y 60 min, 120 y 240 min, y 360 y 420 min,

respectivamente. En el tercer periodo, predominé la extraccién de los compuestos
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de mayor peso molecular, gingeroles y shogaoles, mientras en el primer y
segundo periodos,a-zingibereno, B-sesquifelandreno, neral y geranial. En general,
en todas las extracciones de distintos tipos de material vegetal -hojas, tallos,
raices, rizomas o semillas- se presentan estos tres periodos de extraccién pero
sus limites temporales dependen del tipo de metabolitos secundarios, el flujo, la
estructura y forma del MV. En la extraccion de hiperforina y aldiperforina a partir
de hojas y flores de la hierba de San Juan [126] durante la primera hora se extrajo
el 83 y 88% del primer y segundo componente, respectivamente, al cabo de 1.5 h
este porcentaje aumento al 95 y 97 %, respectivamente, pero a las 2.5 h la suma
del porcentaje de los dos compuestos no se incrementé por encima del 4 %. De
acuerdo con lo anterior, es posible que para las hojas, tallos y flores de salvia de
tamafio de particula entre 0.51 a 1.00 mm y con las condiciones de tiempo
dindmico empleadas en este trabajo, no se alcanzaran a presentar la segunda y
tercera etapa para el tiempo dindmico de 30 min de extraccion, y la tercera etapa
para el tiempo dinamico de 120 min, pero de todas maneras al aumentar el tiempo
dindmico de extraccidn mejoraron las tres respuestas y por ende su combinacién

lineal.

El flujo esta muy relacionado con el tiempo dinamico, puesto que estos dos
factores determinan la cantidad de solvente que atravesara el lecho y extraera los
componentes de interés, las 4 combinaciones del flujo con el tiempo resultan en
0.6, 1.8, 2.4 y 7.2 kg de CO,, lo cual propicié que los experimentos, en donde
utilizaron 7.2 kg de solvente, fueron los de mayor rendimiento (Véanse los
experimentos de la Tabla 14 en los cuales aparecen las letras fd). La relaciones
de masa de CO,/masa de MV, fueron de 1.2, 3.6, 4.8 y 14.4, respectivamente;en
los trabajos sobre SFE de salvia se pueden encontrar relaciones desde 1 hasta
80.Los gréficos que describen el comportamiento del rendimiento con respecto a
las relaciones enunciadas siguen una trayectoria exponencial [62,63], que
evidencia lo resaltado en el parrafo anterior sobrelos tres periodos de extraccion,

es decir, a medida que aumenta el tiempo, la razon de extraccion de los
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metabolitos va decayendo. Carvalho y colaboradores [68], propusieron una
ecuacion (Ecuacion 9) para el calculo del flujo de solvente en cualquier equipo
con diferentes geometrias del recipiente portamuestras, con base en el buen
comportamiento cinético que condujo a rendimientos altos para el romero, 4.0%.
Esta ecuacion se utilizé en esta investigacion para verificar el flujo empleado en el
equipo a escala piloto con respecto al de baja capacidad usado en el trabajo

citado.
2 3
Qz) (Fz) (H1) (D1) .,
— )| =\|— *{— ) *|— ) Ecuacion 9.
(Q1 F H; D,

En donde, Qes el flujo,Fes la masa de material vegetal cargada, H es la altura del
extractor y D el didmetro del mismo; los subindices 1 y 2 denotan las condiciones
reportadas por Carvalho y colaboradores [68] y las empleadas en el presente
trabajo, respectivamente.Para obtener un comportamiento cinético en el equipo
utilizado en este trabajo, similar al de Carvalho y colaboradores [68] se requiere un
flujo de 1.6 kg/h, que se encuentra entre el rango de experimentacién que es de
1.2 a 3.6 kg/h.

En general, los flujos altos aumentan la capacidad de extraccion, pero en algunos
casos disminuyen el rendimiento de extracto debido al corto periodo de contacto
de solvente con la matriz vegetal [95]. En el presente trabajo, el aumento del flujo
mejor6 el rendimiento y el contenido total de fenoles, pero no la capacidad
antirradicalaria. Posiblemente el flujo causé paralelamente el aumento de la
extraccion de compuestos fendlicos y el de compuestos sin ninguna actividad,
interfiriendo o disminuyendo la medicion de la capacidad antirradicalaria [63].
Ademas, el flujo alto pudo propiciar la pérdida de los componentes de interés por

el venteo al ser “arrastrados” por la corriente de CO, gaseoso, no ocurriendo lo
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mismo con componentes de mayor peso molecular, pero sin actividad, tales como

acidos grasos y ceras.

La presion y la temperatura determinan la selectividad del solvente, lo cual es
causado por la variacion de propiedades como la densidad, la difusividad, la
constante dieléctrica, la viscosidad, etc.En las investigaciones consultadas se
reportan presiones de mas de 30 MPa como las adecuadas para mejorar la
extraccion de componentes antioxidantes (VéaseTabla 5 de la Seccion 2.3.1).Sin
embargo, los aumentos de presion mejoran las cantidades de la mayoria de
componentes presentes en el material vegetal, i.e.,terpenos volatiles, carotenos,
clorofilas, acidos grasos, ceras, entre otros, y, por lo tanto, el rendimiento global de
extraccion [3,5.En el romero los componentes con fuertes propiedades
antioxidantes como el acido carnésico, rosmanol y carnosol, también presentes en
la salvia, se extrajeron inclusive a 15 MPa [59]. La operacion de la extraccion a
altas presiones aumenta la viscosidad del fluido pero disminuye la difusividad [3],
haciendo mas lenta la tercera etapa de extraccion, pero en general, las presiones
altas mejoran la solubilidad de los compuestos fendlicos; es asi como la
solubilidad de los acidos fendlicos presentes en la uva mejoran hasta 1000 veces
cuando la presion aumenta de 10 a 50 MPa [47].En la presente investigacion la
presion de 50 MPa resultdé mas adecuada que 30 MPa, puesto que mejor6 el
rendimiento, la capacidad antirradicalaria y el contenido total de fenoles, como era
de esperarse, pues a la presion mas alta se extrajo un mayor numero de
componentes, incluyendo compuestos fendlicos con propiedades antirradicalarias
como se demostrara en la Seccion 4.3.3.

Las condiciones de separacién determinan las propiedades del CO; en el colector
del equipo, produciendo cambios en la composicion y rendimiento de los extractos.
Cuando se utiliza un solo separador, la seleccién de la presion de operacion es
primordial para lograr altos rendimientos, como los logrados por Machmudah y
colaboradores [127] en la extraccion de antioxidantes a partir de Nigella

sativa.Reducciones en la presion de separacion evitan perdidas por el venteo de
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CO,, debido a que la densidad del fluido se reduce asi como su poder solvente,
propiciando una mayor deposicion del extracto en la superficie del
colector.Cuando la temperatura aumenta la densidad del fluido disminuye, pero los
metabolitos de interés se pueden perder por el venteo arrastrados por el flujo de
CO, gaseoso al aumentar su presion de vapor. El equipo utilizado en esta
investigacion contaba con un separador, por lo tanto, se decidio evaluar el papel
que jugaba la presion (la cual no se podia aumentar mas de 1.5 MPa) y la
temperatura, para una etapa simple de extraccion y separacion. Basdndose en
algunos reportes de la separacion en dos fracciones del extracto de salvia [128],
orégano [129] y romero [59], se selecciond la maxima temperatura de separacion
58 °C. La temperatura minima se ajusté teniendo en cuanta los limites

operacionales y de seguridad del equipo.

Simandi y colaboradores [129] encontraron que la fraccion de extracto obtenida a
la temperatura mas baja 293 K, resultdé ser mas rica en componentes volatiles
(88.5%) que a la temperatura mas alta 311 K (15.4%). En la investigacion
encaminada a fraccionar el extracto de romero mediante el uso de dos colectores;
Cavero y colaboradores [59], cuantificaron la cantidad de &cido carndsico y
evaluaron la capacidad antirradicalaria en la fraccion 1 obtenida a 14 MPa y 313 K,
y la fraccién 2 recuperada a 2 MPa y 293 K, obteniendo concentraciones mas altas
en la segunda fraccién; las condiciones de extraccion para ambas fracciones
fueron de 35 MPa y 313 K. Al contrario de lo anterioren la extraccion a 15 MPa y
313 K se obtuvieron mejores resultados (cantidad de &cido carnésico y actividad
antirradicalaria) para la fraccion colectada a las condiciones mas altas (7.5 MPa y
313 K) respecto de la fraccion a 2 MPa y 293 K. Dauksas y colaboradores [128]
emplearon tres colectores aplicando condiciones diferentes en cada uno de ellos.
Se realizaron dos extracciones sin modificador a las mismas condiciones, a saber,
35 MPa y 373 K, la diferencia entre ambas fue que el primer colector se operé en
la primera extraccion a 30 MPa y en la segunda a 25 Mpa, mientras que la

segunda fraccion se obtuvo a 10 MPa y la tercera a 5 MPa, en todos los casos la
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temperatura de separacion fue de 40 °C. La segunda y la tercera fracciones fueron
las que presentaron las actividades antioxidantes mas altas. Se optimizaran el
tiempo dinamico, el flujo, la presién de extraccion y la temperatura de separacion.
La temperatura de extraccion se fijo en 333 K, tiempo estatico en 15 min y la

presion de separacion en 0.5 MPa

Resumiendo: para las extracciones que se realizan a mas de 30 MPa y 313 K las
temperaturas de separacion bajas, 293 K arrojan mayores capacidades
antirradicalarias que aquellas mayores de 313 K.La temperatura de separacion de
313 K solo mostré ser propicia para la capacidad antirradicalaria, cuando se
combindé con presiones de extraccion menores de 15MPa. El presente trabajo,
coincide con lo encontrado por los autores citados anteriormente, puesto que a la
temperatura de separacion de 301 K se obtuvieron extractos con mayores
actividades antirradicalarias que aquellos obtenidos a 331 K; de la misma manera
fueron mayores los contenidos de fenoles y el rendimiento de extraccion.
Posiblemente a 331 K ocurrieron degradaciones o pérdidas de los antioxidantes

mas termolabiles.

4.3.3. Cuantificacion de los acidos carnoésico y ursdlico mediante HPLC-DAD.
El método cromatogréafico que se empled constd de la separacion y deteccion de
11 compuestos fendlicos, reportados para la salvia y el tomillo, los cuales son:
acidos caféico, p-cumarico, rosmarinico, carnésico y ursolico; apigenina, luteolina,
quercetina, kaempferol, naringenina y pinocembrina [30,34,130]. De estos
componentes solo se detectaron los acidos carndésico y ursélico, pues estos
terpenoides menos polares, son solubles en CO, supercritico, aunque también se
solubilizan en etanol o agua [91]. Otros compuestos, que no se tuvieron en cuenta,
pero se han aislado mediante SFE y se han separado y detectado por HPLC-DAD,
son los derivados del acido carndsico, carnosato de metilo, carnosol y rosmanol
gue son producidos principalmente en los procesos oxidativos durante la

extraccion, en particular con solventes polares [73,111,131,132];aunque también
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se ha reportado que tales componentes se generan enddgenamente como
respuesta al estrés hidrico y luminico, alos cuales la planta se somete [133,134].
De la misma manera, se ha encontrado una variedad de glucésidos de apigenina y
luteolina [33,34].

En laFigura 29 se muestra el perfil cromatogréafico obtenido a partir del extracto
con mayor concentracion de &cido carndsico (ACA), la confirmacion de la
presencia de dichos compuestos se llevé a cabo mediante la comparacion de sus
tiempos de retencion y espectros UV con los de patrones de referencia
certificados. Ademas, las muestras de extractos se enriquecieron con los
compuestos de interés y se corrobord el aumento en las areas cromatograficas en
cuestion. Se puede apreciar, que para la longitud de onda seleccionada (333 nm)
la respuesta del detector fue alta para el ACA, aunque la cantidad de acido
ursolico (AUR) fue mayor, lo cual, se puede evidenciar en las concentraciones
mostradas en la Tabla 16 para el extracto 32, que son de 72 y 93 mg/kg para los

acidos carndsico y ursolico, respectivamente.

Las curvas de calibracién del ACA y AUR se muestran en el AnexoA3. El pico que
corresponde al compuesto que eluye inmediatamente después del acido
carnésico, presumiblemente es el carnosato de metilo, tal conjetura se hace con
base en la comparacién con otros perfiles cromatograficos de salvia y romero
obtenidos con el mismo detector, y con fases estacionaria y movil similares, los
cuales fueron encontrados en la literatura cientifica  disponible
[57,69,118,135,136].

La cuantificacion del supuesto carnosato de metilo, CME, se realizé con base en la
curva de calibracion del ACA, teniendo en cuenta que este diterpeno no es de facil
consecucién, y que este tipo de procedimiento se ha realizado anteriormente en
varios trabajos [69,132,134].
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Figura 29. Perfiles cromatograficos obtenidos mediante HPLC-DAD de: A.

Patrones de referencia certificados, B. Extracto obtenido con fluido supercritico a

partir de salvia (experimento 32). Fase movil conformada por 80 % metanol y 20%

agua (modificador, el &cido ortofosforico 0.1%).

La concentracion del acido carndsico del extracto SFE a 35 MPa, 373 Ky 21.2 kg

de CO,/kg de MV, en el trabajo Babovic y colaboradores [57], fue de 137.6 mg/g

de extracto, que es mas del doble que el obtenido en el experimento 32, las
condiciones de este ensayo fueron 50 MPa, 353 K y 14.4 kg de CO,/kg de MV.

Esto podria explicar, hasta cierto punto, los valores inferiores de capacidad

antirradicalaria reportados en este trabajo —y que fueron abordados en parrafos

precedentes-, comparados con los de la literatura.
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Tabla 16. Concentraciones de los terpenos fendlicos detectados en 12 extractos
seleccionados.

Concentracién, mg/g de extracto £s (n=2)

Experimento  Acido carndsico Acido ursélico Carnosato de metilo

1 16.4+0.3 46.0+0.6 41+2
12 46.0+0.6 57+1 93.2+0.8
19 20.4+0.7 64+2 57+2
20 28.3+0.4 56.2+0.8 70.56+0.02
21 18.9+0.1 54.1+0.5 56.8+0.1
23 19.0+0.4 50+1 54.1+0.5
24 30.1+0.4 60.4+0.4 74+2
27 18.6+0.5 50+2 54+1
28 35.1+0.4 52.3+0.9 83.3+0.9
29 47.2+0.7 56.9+0.2 92.4+0.2
31 33.6+0.2 61.7+0.1 93.9+0.8
32 52.7+0.6 72.2+0.9 93+1

Los extractos metandlicos de hojas de salvia vendidas para infusiones y de 7
marcas diferentes, presentaron una concentracion de ACA, determinada mediante
electroforesis capilar, desde 2.99 hasta 7.16 mg/g de MV [137]. En los extractos
en acetona obtenidos de brotes de plantulas propagadas in vitro se encontr6 ACA
en 10.1 mg/g de MV [138]. Las concentraciones anteriores superan nuevamente
las obtenidas en el experimento 32, calculadas con base en la masa de MV
sometido a extraccion, 1.9 mg/g de MV. ElI ACA es considerado el diterpeno con
mayor actividad antioxidante, de los detectados en los extractos de salvia,
ademas, la actividad antiinflamatoria de los extractos de salvia y romero se
relaciona con el alto contenido de éste componente [111]; por esta razén el ACA
es considerado el componente que le proporciona calidad a los extractos de

romero y salvia, y ademas determina su precio [124].
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La USDA [30], reportd los contenidos de AUR en los extractos aislados con
solventes convencionales a partir de tallos y hojas, 1.25-1.30 y 0-0.2 mg/g de MV,
respectivamente; segun lo anterior la concentracion en el experimento 32 resulté
ser mas alta que la reportada, pues fue de 2.74 mg/g de MV. En los extractos en
diclorometano obtenidos a partir de cultivos in vitro de dos accesiones, Alemania y
Eslovenia [139], se encontr6 AUR en concentraciones de 0.39 y 0.046 mg/g de
M.V., respectivamente; esto pone de manifiesto dos cuestiones: (1)La
concentraciéon de AUR en las plantas cultivadas en Sucre, Santander es mas alta
que en los reportes encontrados, lo cual podria sugerir que estas plantas
representan un quimiotipo rico en este triterpeno y (2) La concentracion de los
metabolitos secundarios varia drasticamente de un sitio de cultivo a otro. El 4cido
ursoélico es un componente ampliamente encontrado en la cascara de la manzana
roja (Pyrus malus L.), y posee un extenso espectro de actividades, a saber:
antiviral (VIH), antifungica (Candida albicans), antiinflamatoria, antialérgica,

anticarcinogénica y antiangiogénica [140].

Como ya se ha mencionado anteriormente el ACA y los diterpenos asociados a é€l,
son los principales responsables de la actividad de los extractos SFE de salvia
[73,111], por lo tanto en la Tabla 17 se quiere verificar la dependencia de la
capacidad antirradicalaria y el contenido total de fenoles de las concentraciones de

los &cidos carnésico y ursélico, y del supuesto carnosato de metilo.

Los resultados obtenidos estdn de acuerdo con la relevancia del ACA en la
capacidad antirradicalaria [59,116,141]; en estos trabajos se comprob6 que el ACA
tuvo la mayor influencia sobre la actividad -evaluada mediante diferentes ensayos-
por encima de otros derivados diterpénicos y acidos fenodlicos como el acido
rosmarinico. Aunque la concentracion de AUR es mayor que la de ACA, la
respuesta es menor al ensayo de contenido de total de fenoles, puesto que el

acido ursolico no es un compuesto fendlico. Esto se comprobd preparando una
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solucion de la misma concentracion para los dos componentes, obteniéndose una

respuesta muy superior para el ACA.

Tabla 17. Coeficientes de correlacion, r, entre respuestas y compuestos activos.

Capacidad Contenido de Carnosato de
Acidocarnésico antirradicalaria total fenoles metilo
Capacidad 0.812 - - -
antirradicalaria
Contenido de total 0.812 0610 i i
fenoles
Carnosato de 0.924 0.644 0.846 -
metilo
Acidoursélico 0.614 0.397 0.345 0.605

La relacion de los diterpenos ACA y CME es alta debido a que el segundo es
producido por la descomposicion del primero, tal reaccidon se puede llevar a cabo
tanto en la planta in vivo, como durante el proceso de extraccion [132-134]. El
cambio en la concentracién de los componentes analizados mediante HPLC-DAD
respecto al cambio de la presion y tiempo dinamico de extraccion en los
experimentos del disefio 2" se grafica en la Figura 30.

El componente que mas aumento la concentracion a medida que se cambiaron los
niveles de las variables consideradas fue el carnosato de metilo debido
posiblemente a la descomposicion del acido carndsico a medida que transcurrié la
extraccion. El cambio positivo en el tiempo dinamico y la presion afectaron las
cantidades extraidas de los tres componentes, pero para el AUR fue menor.
Aunque el AUR es un componente triterpénico mas soluble que ACA y CME, y por

lo tanto mas facil de extraer con CO,-SF.
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de los tres componentes reconocidos mediante HPLC-DAD.

4.3.4. Composicion volétil y semi-voléatil de la fraccidn soluble en metanol de
los extractos SFE. En la Figura 31 se muestra el perfil cromatografico de los
componentes volatiles y semi-volatiles que fueron solubles en metanol, de los
cuales el sesquiterpeno oxigenado viridiflorol y el diterpeno manol son los
compuestosmayoritarios.Hasta este punto se supone que gran parte de la
cantidad de los componentes mas volatiles (apolares) pudieron perderse en el

precipitado insoluble en metanol, esto se va a hacer evidente en una seccion mas
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adelante, en donde se mostrara el analisis realizado al espacio de cabeza de los

extractos obtenidos de la optimizacion.

33 42
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Figura 31. Perfil cromatografico, obtenido por GC-MS de los voléatiles y
semivolatiles de la fraccibn metandlica del extracto SFE de Salvia officinalis.
Columna DB-5MS (60 m), Split 1:30. MSD (ElI, 70 eV).

En la Tabla 18 se listan los componentes reconocidos e identificados y se
especifican sus cantidades relativas en algunos de los extractos obtenidos,
teniendo en cuenta que las condiciones operacionales dealgunos experimentos
e.g. 1 y 32, pudieron favorecer o no la presencia de estos compuestos en los
extractos. También se muestra la composicion de los extractos de acuerdo con las

familias de componentes.
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Tabla 18. Reconocimiento, identificacion y cantidades relativas (%) de los principales componentes encontrados en
la fraccién metandlica de los extractos SFE de salvia obtenidos a partir del disefio 2”2.

Cantidad relativa, %+o (n=3)

P;:l;oa Compuesto IR’ Experimento  Experimento Experimento Experimento Experimento Experimento  Experimento
1 19 20 23 27 31 32

1 a-Tujeno 933 0.161+0.002 0.205+0.004 0.22+0.01 0.24+0.01 0.25+0.02 0.266+0.005 0.200+0.002
2 a-Pineno 942  0.302+0.005 0.338+0.006 0.189+0.003 0.42+0.02 0.34+0.02 0.427+0.003 0.35+0.01
3 Canfeno 958 0.195+0.001 0.257+0.002 0.145+0.008 0.29+0.02 0.228+0.009 0.279+0.007 0.225+0.005
4 Sabineno 980 0.178+0.004 0.199+0.005 0.227+0.006 0.23+0.02 0.24+0.01 0.251+0.007 0.186+0.008
5 B-Pineno 984  0.455%0.001 0.418+0.005 0.29+0.01 0.50+0.03 0.44+0.01 0.512+0.008 0.421+0.005
7 o-Terpineno 1023 0.175%0.005 0.187+0.008 tr 0.21+0.02 tr tr tr
8 1,8-Cineol* 1039 6.74+0.04 6.69+0.03 4.92+0.05 6.41+0.07 5.96+0.07 6.58+0.08 5.0£0.1
11 cis-Tujona* 1113 4.37+£0.02 4.04+0.05 3.10+0.06 3.39+0.09 2.83+0.06 3.32+0.07 2.26x0.06
12 trans-Tujona 1125 1.36+0.06 1.51+0.02 0.94+0.08 1.14+0.03 0.85x0.07 1.06£0.03 0.67+0.04
13  Alcanfor 1157 2.55+0.08 3.06%0.03 2.31+0.03 2.44%0.09 2.05+0.03 2.16+0.01 1.46+0.02
14  §-Terpineol 1178 0.483+0.003 0.37+0.02 tr tr tr tr tr
16 cis-Cariofileno 1427  0.18+0.01 0.27+0.02 0.19+0.02 tr tr tr tr
17  a-Gurjuneno 1431 0.127+0.008 0.217+0.009 tr tr tr tr tr
19 trans-B-Cariofileno 1442 6.11+0.03 6.62+0.02 6.11+0.02 5.41+0.09 5.02+0.07 5.48+0.03 3.56+0.05
22 B-Gurjuneno 1459 0.10+0.01 0.125+0.005 tr tr tr tr tr
23  Aromadendreno 1462 0.71+0.01 0.873+0.008 0.83+0.02 0.75+0.01 0.73+0.03 0.87+0.04 0.58x0.06
24  a-Guaieno 1465 0.16x0.02 0.203+0.007 0.17+0.01 0.17+0.03 0.21+0.02 0.29+0.06 tr
25  a-Humuleno* 1476 4.10+0.02 4.61+0.06 4.38+0.05 3.82+0.08 3.36+0.09 3.84+0.07 2.52+0.04
26 allo-Aromadendreno 1484 0.29+0.03 0.32+0.01 0.28+0.05 0.26+0.04 0.30+0.04 0.36+0.04 0.186+0.003
27  y-Muroleno 1494 0.27+0.03 0.226+0.006 0.26+0.05 0.20+0.02 0.24+0.03 tr tr
28 Valenceno 1517 0.637+0.004 0.85+0.02 0.82+0.03 0.74+0.03 0.82+0.03 0.86+0.08 0.59+0.04
30 5-Cadineno 1541 0.35+0.02 0.290+0.02 0.292+0.005 0.24+0.02 0.24+0.02 tr tr
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Tabla 18, continuacion.

31 Espatulenol 1602 0.324+0.009 0.34+0.01 0.37+0.02  0.301+0.008 0.31+0.01 0.31+0.01 tr

32 Oxido de cariofileno 1610 0.49+0.02 0.51+0.02 0.50+0.02  0.435+0.005 0.40+0.01 0.42040.004 0.27+0.02
33 Viridiflorol 1620 14.0+0.1 14.3+0.8 14.0+0.2 12.2+0.1 12.7+0.2 11.5+0.8 7.47+0.07
35 Epoxido de humuleno I 1638 0.65+0.03 0.7340.04 0.62+0.04 0.56+0.04 0.56+0.05 0.5740.05 0.42+0.06
38 Neofitadieno 1957 0.402+0.003 0.415+0.002 0.495+0.007  0.39+0.01 0.43+0.05 0.36+0.03 0.3210.02
39 Acido n-hexadecanoico 1968 1.71+0.04 1.42+0.05 2.66+0.05 1.87+0.04 2.29+0.05 2.23+0.07 1.69+0.04
41 Hexadecanoato de etilo** 2012  0.494+0.006 0.52+0.02 0.55+0.04 0.51+0.04 1.30+0.04 0.7£0.2 0.99+0.06
42 Manol 2094 29.0£0.2 29.7£0.8 28.8£0.4 25.8+0.2 27.30.4 24.3£0.2 15.8+0.8
43 Acido cis,cis-9,12-Octadecandico* 2149 0.66+0.04 tr 1.06+0.09 0.59+0.05 1.06+0.09 0.76+0.06 0.88+0.05
44 Octadecanoato de etilo 2166 0.51+0.01 tr tr tr tr tr 0.41+0.03
45 Tricosano 2300 0.55+0.03 0.63+0.06 0.43+0.06  0.473+0.006 0.63+0.09 1.08+0.01 0.9+0.1
46 trans-Ferruginol** 2361 0.21+0.04 0.40+0.03 0.42+0.05 0.25+0.06 0.4440.05 0.57+0.05
47 Tetracosano 2412 1.25+0.02 1.43+0.02 1.740.1 2.27+0.07 2.540.1 2.7340.03 3.3710.1
48 [-Sitoesterol** 2843 1.56+0.02 1.50+0.04 1.6+£0.1 1.77+£0.07 1.55+0.08 2.73+0.08 6.9+0.1
Compuestos reconocidos e identificados, % 82.7 83.4 79.0 74.5 75.4 74.8 58.3
Hidrocarburos monoterpénicos 1.9 1.6 11 1.9 15 1.7 14
Monoterpenos oxigenados 15.7 15.7 11.3 13.4 11.7 13.1 9.4
Hidrocarburos sesquiterpénicos 13.2 14.6 13.3 11.6 10.9 11.7 7.4
Sesquiterpenos oxigenados 154 15.9 15.5 135 14.0 12.8 8.2
Diterpenos 29.2 29.7 29.2 26.2 27.6 24.7 16.3
Triterpenos 1.6 1.5 1.6 1.8 1.6 2.7 6.9
Acidos grasos y ésteres derivados 3.4 1.9 4.3 3.0 4.7 3.7 4.0
Ceras 2.2 2.5 2.6 3.1 3.5 4.2 4.6

éNtmero de pico en la Figura 31.

® fndice de retencion calculado con base en los tiempos de retencién obtenidos en una columna DB-5 (f.e. apolar).
* |dentificado por comparacién con los indices de retencién y espectros de masas obtenidos de patrones de referencia certificados.

** Reconocidos tentativamente.
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En total se detectaron 78 picos cromatograficos de los cuales so6lo los mostrados
en la tabla se reconocieron positivamente. La mayoria de componentes no
reconocidos (no mostrados) eluyeron después de la regién conformada por los
sesquiterpenos, por esta razén se puede suponer que dichos compuestos
pudieron serditerpenos, triterpenos, ceras y acidos grasos y sus ésteres derivados.
Todos los extractos presentaron como componentes mayoritarios los diterpenos,
seguidos por los mono- y sesquiterpenos oxigenados, que sumados son mas del

60% del total de componentes reconocidos.
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Figura 32. Cambio en la concentracion de los componentes volatiles mayoritarios
con respecto las condiciones més influyentes en la capacidad antirradicalaria de
los extractos, A. Presion; B. Flujo; C. Tiempo dinamico; D. Temperatura de

separacion.
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El detalle mas notorio en la Tabla 18, es la diferencia en la composicion entre el
extracto 1 y el 32, pues la cantidad relativa de la mayoria de mono- y
sesquiterpenos disminuyo6 en el extracto 32, ademas algunos compuestos fueron
detectados a nivel de trazas. Lo anterior se debi6 a las condiciones de extraccién
mas favorables, en el caso del extracto 1, para la extraccibn de compuestos de
bajo peso molecular. Segun la composicion, los extractos se pueden clasificar de
tipo diterpénico, siendo los mono- y triterpenos las familias de compuestos menos

abundantes.

En la Figura 32 se exponen los cambios en las cantidades de los componentes
volatiles en los extractos de acuerdo con las cuatro variables mas influyentes
sobre las respuestas consideradas.Un cambio positivo de las 4 variables afectd
negativamente las cantidades de los componentes volatiles y semi-volatiles en los
extractos. Con los cambios de presion, flujo y tiempo, posiblemente se aumento el
namero de componentes no volatiles en los extractos [3,5,63]. La temperatura mas
alta en el separador pudo causar la pérdida o degradacion de los componentes

mas volatiles [129].

En la Tabla 19, se comparan las composiciones de los extractos SFE de salvia en
diferentes paises.En todos los experimentos las condiciones de presion y
temperaturase ubicaron entre de 9 y 35 MPa; y, 313 y 323 K, respectivamente. Se
notan cambios drasticos en la composicion de las extractos, los cuales no pueden
ser atribuidos solamente a los diferencias en las condiciones de extraccion
(VéaseTabla 19 en la cual los cambios no son radicales) y tratamientos post-
cosecha. Las condiciones de cultivo, y los aspectos genéticos juegan un rol muy
importante en dichos contrastes. Con base en lo anterior se podria suponer que
existen cuatro quimiotipos, a saber: un quimiotipo rico en cis-tujona (Albania,
Estonia y Bosnia y Herzegovina), el segundo abundante en 1,8-cineol (Italia), uno

mixto (Croacia) y finalmente como hipétesis uno rico en manol (Colombia).
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Tabla 19. Comparacion de las cantidades relativas de los componentes volatiles y semi-volatiles mayoritarios en los
extractos de salvia.

Cantidad relativa, %

Compuesto
Aleksovski y Reverchon, Glicic, Menaker, Micic, et.al(Bosnia Este trabajo
Sovova (Albania) et.al(ltalia) et.al(Croacia) et.al.(Estonia) y Herzegovina) (Colombia)
1,8- Cineol 9.5 54.3 4.0 9.7 1.1 6.7
cis-Tujona 26.5 1.4 16.6 27.7 27.4 4.4
Alcanfor 23.7 5.7 10.3 15.6 23.1 2.6
trans-B-Cariofileno 3.8 7.1 1.4 2.2 1.0 6.1
Viridiflorol N.D. 0.3 5.8 1.6 N.D. 14.0
Manol 0.65 1.8 18.7 N.D. N.D. 29.0

N.D. No detectado
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4.3.5. Busqueda de los niveles 6ptimos de losfactores mas relevantes.La
metodologia de optimizacidonSimplex requiere de la seleccion por parte del
investigador de un punto inicial y de un tamafio de paso, escogidos con baseen su
conocimiento previo del dominioexperimental. Ademas, se necesita de una formula
para calcular los demas vértices del primer Simplex.La Ecuacién10muestra como

se calculan los vértices iniciales.
Viin =V;+ (K * Tp)Ecuacion 10.

En donde Vi., es cualquier vértice del Simplex inicial, Vies el vértice inicial, K es
una constante y Tp es el tamafio de paso [142].Con esta ecuacion se obtienen los
vértices de una figura geométrica en el espacio n-dimensional. Cuando se realizan
los experimentos correspondientes a los n+1 (siendo n el niumero de factores)
vértices, se obtienen las respuestas, se comparan y se identifica la peor, este
vértice sera el que determine el nuevo vértice.Para hallar la nueva combinacién de

factores se empleé la Ecuacion 11.
Viinyj =Ve+ bV, — V,)Ecuacion 11,

En dondeVi:.n+jes el nuevo vértice que puede ser producto de una reflexion,
expansion o contraccion;V.es el centroide, el cual corresponde al promedio de las
respuestas de los vértices no rechazados;b es un factor, el cual viene dado por el
movimiento del Simplex, es decir, cuando b es igual a 1 es una reflexion, a 0.5
contraccion, a -0.5 contraccion con cambio de direccion y si es mayor de 1 es una
expansion;Vpes el peor veértice del Simplex evaluado [110,143]. A continuacion en
la Tabla 20, se muestran las 14 combinaciones de los cuatro factores mas
importantes (vértices), las tres respuestas obtenidas y las combinaciones lineales

de éstas.
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Tabla 20. Resultados de la optimizacién mediante la metodologia Simplex.

Vértice Simplex Vérti.ces D.*’ F, P, H%, R** % umol?f:(’)x/mg g/L%-I(;F;\Zido Respuesta***

N° N° retenidos min kg/h MPa K ’ de extracto galico

1 75 240 40.0 316 1.8 1.77+0.04 630+20 70.4
2 90 240 40.0 316 1.6 1.44+0.03 602+46 54.1
3 825 282 40.0 316 2.0 1.79+0.03 618+48 72.1
4 825 253 433 316 1.9 1.29+0.05 553+20 46.9
5 1 825 253 408 321 2.0 1.47+0.03 571+10 56.9
6 2 1,2,3,5 825 253 37.1 318 1.5 1.35+0.03 57810 47.7
7 3 1,2,3,5 825 253 46.3 315 1.6 1.81+0.05 6387 70.7
8 4 1,3,5,7 71.3 276 43.6 318 1.5 1.93+0.02 62214 73.1
9 5 1,3,7,8 73.1 270 441 312 1.7 1.75+0.03 699+10 73.5
10 6 3,789 785 285 453 315 1.6 1.86+0.02 664+18 75.0
11 7 3,89,10 733 289 41.7 315 1.7 1.930+0.006 66816 78.8
12 8 8,9,10,11 65.6 280 47.3 313 1.7 2.42+0.03 753+2 103.4
13 9 9,10,11,12 74.0 2.89 45.6 310 1.7 2.15+0.03 719+17 90.6
14 10 10,11,12,13 71.7 3.44 48.4 319 1.8 2.20+0.03 72416 93.9

*D: Tiempo dinamico; F: Flujo; P: Presion
**R: Rendimiento; CA: Capacidad antirradicalaria; CTF: Contenido total de fenoles
***Combinacion lineal Y=(0.3*R)+(0.4*CA)+(0.3*CTF)

; H: Temperatura de separacion
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La optimizacion comenzo con el calculo del Simplexinicial, en el cual, el vértice N°
1 se establecio en la mitad del dominio experimental para cada una de las
variables,e.g. para el tiempo dinamico fue de 75 min que es el punto medio entre
30 y 120 min. Los tamafios de paso, Tp, fueron de 15 min, 0.48 kg/h, 4 Mpa y 6 K,
para el tiempo dinamico, el flujo, la presién de extraccion y la temperatura de
separacion, respectivamente. Luego, se realizé una reflexion para hallar el vértice
6, pero como éste resulto en una respuesta mas baja que todos los anteriores
vértices, se decidio aplicar una expansion (b=2), que dio como resultado el vértice
7. Para determinar el vértice 8, se procedié con una reflexién, se prosiguio con el
mismo movimiento hasta el vértice 10. Debido a que las respuestas de los vértices
8, 9y 10 fueron las mas altas obtenidas, se decidié hacer una contraccién (b=0.5),
para hallar el vértice 11 y como su respuesta fue superior a las de los demés se
regres6 a las reflexiones (b=1). Se obtuvo la respuesta del vértice 12,
considerablemente mas alta que la del 11, se hall6 el vértice 13 con una respuesta
mas baja, finalmente se realizé una expansiéon (b=4), obteniéndose de nuevo una
respuesta baja. Se optd por detener la optimizacion con 14 vértices y comprobar
las respuestas del vértice 12 mediante la validacion, que consiste en variar el nivel
de cada factor dejando los demas fijos, y realizando una réplica del supuesto

Optimo.

Un andlisis de la Tabla 20 sugiere que los 14 vértices se pueden agrupar segun
las respuestas obtenidas:

> 46.9<Y <56.9, en este grupo coexisten los vértices 2,4,5y 6.

» 70.4<Y <78.8, este grupo lo conforman los vértices 1,3,7,8,9,10 y 11.

» 90.6=Y < 103.4, este grupo se hallan los vértices 12,13 y 14.

El primer grupo presenté tiempos y flujos entre 82.5 y 90 min, y2.40 y 2.52 kg/h,
respectivamente; de otro lado, la presion y la temperatura de separaciéon no
mostraron homogeneidad. En el segundo se encontraron experimentos de

condiciones no muyhomogéneas para las cuatro variables, sin embargo en
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términos generales, los niveles del tiempo dinamico y el flujo fueron
intermedios,aunque algunos se solaparon con los del primer y tercer grupo. El
tercer grupo presentd niveles de tiempo dinamico entre 65.6 y 74.0 min, flujos
entre 2.82 y 3.42 kg/h y presiones entre 45.7 y 48.4 MPa.

El tiempo dindmico fue el factor que mas influyé en los resultados obtenidos,
porque los tres grupos se pueden separar claramente por intervalos de tiempos,
esto reforzo los resultados obtenidos de la gréfica de distribuciébn normal y el
ANOVA (ver Seccibén 4.3.2). El tiempo dinamico afect6é posiblemente la capacidad
antirradicalaria y el contenido total de fenoles debidoa que tiempos de extraccion
prolongados hacen que otros componentes de mayor peso moleculary sin
actividad se solubilicen, por el agotamiento de los mas solubles o facilmente
accesibles en la matriz vegetal [62,63]. Algunos de estos componentes son acidos
grasos libres, sus ésteres derivados y fitoesteroles o triterpenos.En el trabajo de
Glisic y colaboradores [63], se demostré que con tiempos de extraccion desde 22
a 90 minla selectividad en la extraccién de los diterpenos fendlicos decayd
respecto a las ceras, ésteres derivados de &cidos grasos y triterpenos, este
comportamiento se volvi6 mas notorio a medida que la presion de extraccion se
aumento de 10 a 20 MPa.

El tiempo dindmico establecido como el oOptimo, 65.6 min, presumiblemente
corresponde al primer periodo de extraccion(VéaseSeccion 4.3.2)segun algunas
investigaciones [3,5,86];periodo en el cual, se aislan los componentes facilmente
extraibles a una razon constante, lo que hace pensar que los componentes
antioxidantes, acido carndsico, acido ursélico y carnosato de metilo no fueron
retenidos fuertemente por la matriz vegetal o ubicados en 6rganos internos de las
hojas y tallos. Ademas, el tamafio de particula elegido, 0.50-1.00 mm, pudo
favorecer la extraccion de estos componentes, como se pone de manifiesto en el
trabajo de Favati y colaboradores [144], los cuales extrajeron aceite fijoa partir de

semillas de onagra (Oenothera biennis) con un tamafio de particula de 0.355 mm,
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observando que el 95% del aceite fue extraido durante el primer periodo (razén
constante y rapida), sin presentarse el segundo (decaimiento de la razon de
extraccion), ni el tercer periodo de extraccion (periodo dominado por la difusién,

razén de extraccion muy lenta pero constante.

De acuerdo con los resultados obtenidos los flujos mayores de 2.76 kg/h
mejoraron la respuesta, debido a que mas moléculas por unidad de volumen
entraron en el extractor, dicho incremento propicia que se den mas interacciones
CO,-Solutos, aumentando la capacidad de solvatacion[95,145]; pero se observo
que durante los experimentos correspondientes a los vértices 13 y 14 los valores
de la respuesta decrecieron, probablemente, porquea flujos mayores,c.a. 2.8 kg/h,
el tiempo de contacto entre el solvente y los solutos no fue el suficiente [75,95]. De
otro lado, cuando se llevo a cabo la extraccion con flujos menores de 2.52 kg/h,
las respuestas de los tres observables fueron las mas bajas (Vértices 2,4,5y 6).
Langa y colaboradores [106] reportaron que la variacién del flujo desde 0.72 a
1.32 kg/h en un portamuestra de un 1 L de capacidad, no tuvo un efecto
significativo en el rendimiento del extracto obtenido a partir de salvia, pero el
rendimiento de 1.9% se alcanz6 mas rapido operando a 1.32 kg/h. En la
investigaciéon de Papamichail y colaboradores [97], se demostré que aunque un
flujo mayor (3 kg/h), resulté en un aumento del rendimiento de aceite a partir de
semillas de apio cuando se graficd contra el tiempo de extraccién dinamico (50 a
100 min), no se obtuvieron los mismos resultados cuando se graficé el rendimiento
contra el consumo de CO,,puesto que resultd ser mas eficiente el flujo menor (1.1
kg/h).Un argumento para dicho comportamiento es que los flujos altos beneficiaron
la extraccion de los solutos facilmente extraibles o ubicados en la superficie de la
particula de material vegetal, mientras que los flujos bajos permitieron un mayor
tiempo para la difusién del CO,a través de la matriz vegetal y asi pudieron ser
aislados los componentes mas fuertemente retenidos en la parte interna del

material vegetal [3,5,93].
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En la Ecuacion 9 (Seccion 4.3.2), se determind que para obtener un rendimiento
del 4.0 %, -tomando las hojas y tallos de romero como referencia [68]- el flujo
debia ser de 1.6 kg/h, no obstante, el nivel éptimo del flujo encontrado en esta
investigacion fue de 2.8 kg/h, que es alto si se compara con varias de las
publicaciones disponibles [57-63,68].Puesto que el rendimiento varié poco en la
optimizacién, de 1.5 a 2.0 %, no se pudo comprobar dicha relacion, teniendo en
cuenta también que la capacidad antirradicalaria y el contenido total de fenoles,

tuvieron mayor influencia en el direccionamiento del Simplex.

Al incrementar la presion, se aumenta la densidad del fluido, y por lo tantohabra
mas moléculas de CO; por unidad de volumen disponibles para interactuar con las
moléculas de los solutos [10]. Se ha aislado y detectado carnosol y acido
carnosico a partir de romero a 15 MPa [59], pero las cantidades de estos
componentes y otros mejoraron al aplicar presiones de mas de 30 Mpa [57-59,63].
Las presiones mayores de 45.6 MPa, en la mayoria de los casos, favorecieron la
capacidad antirradicalaria y el contenido total de fenoles, pues estas respuestas
fueron las mayores obtenidas, 2.15-2.40 umol Trolox/ g de extractoy 7.19-7.53 gde
acido galico/g de extracto de, respectivamente; probablementepor el aumento del
acido carnodsico, carnosato de metilo y acido ursdlico en los extractos. En los
reportes sobre las extracciones con CO,-SF a partir de salvia se encontr6é que el
aumento de presion desde 11.5 a 35 MPa [57] y de 50 a 100 MPa [71] mejor0 la
capacidad antirradicalaria de los extractos hasta valores equiparables que los del
BHA.

Con la cuarta variable en cuestion no hubo homogeneidad alguna, pero segun el
experimento correspondiente al veértice 12, la respuesta se favorece con
temperaturas de separacion bajas, 313 K, debido a la menor degradacién en el

colector de los componentes termolabiles.
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Las investigaciones disponiblesen las cuales se combinaron la extraccién con
fluido supercritico y la optimizacion mediante la metodologia Simplex son escasas.
Dentro de las publicaciones analizadas se destacan la de Ramos y colaboradores
[145], quienes optimizaron la extraccion de café, y utilizaron como respuesta la
similitud del aroma de los extractos con la de la bebida caliente, la cual, fue
evaluada por un panel de personas especializadas. Las variables que tuvieron en
cuenta fueron la densidad, el tiempo dindmico de extraccion y el flujo; en la
densidad estan implicitas la presiéon y la temperatura, en el presente trabajo, se
tuvo en cuenta cada variable por separado, debido a que hay distintas
combinaciones de estas variables que resultan en la misma densidad,e.g. tanto
con 323 Ky 40 Mpa, como con 343 K y 54.8 MPa se obtienen densidades de 924
kg/m*. Debido a que los panelistas tuvieron dificultades para discernir entre los
experimentos que conformaron el dltimo Simplex, después de 19 vértices se
detuvo la busqueda.El éptimo fue escogido con base en el menor consumo de
solvente. En la Tabla 21 se muestran los limites experimentales y los niveles

optimos de las variables.

Tabla 21. Domino experimental y niveles 6ptimos de las variables en la SFE de

extractos de café.

Variable Nivel menor Nivel mayor Nivel 6ptimo
Densidad, g/mL 0.25 0.85 0.5
Flujo, mL/min 0.50 2.0 1.8
Tiempo, min 1 1.42

La densidad del fluido no fue la mas alta posible, como una consecuencia de que
los componentes de interés en el aroma del café no son moléculas de pesos
moleculares elevados e.g. pirazinas, furanos y guayacol. Ademas, los
componentes estuvieron facilmente disponibles para al CO,, puesto que la matriz
se componia de 3 mL de la bebida impregnados en lana de algodon previamente

tratada con CO,-SF, por esta razon el flujo fue alto, muy cercano al nivel mayor.
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Teniendo en cuenta que los componentes estuvieron facilmente disponibles y que
el flujo de solvente fue alto, se necesitd de un periodo breve de tiempo para lograr
extraer los componentes de interés. Lo discutido anteriormente presenta cierta
similitud con la presente investigacion: se encontraron niveles de flujo altos (2.8
kg/h) y tiempos de extraccion cortos (65.6 min); lo cual podria ser una prueba de la
disponibilidad de los antioxidantes para el solvente supercritico en las hojas, tallos

y flores de salvia molidos entre 0.50 y 1.00 mm.

En la investigacion de Lancas y colaboradores[147], por medio de un disefio
factorial fraccionadose determiné que las variables de mayor influencia en el
rendimiento de aceite a partir de la semillas de soya (Glycine max) con CsHi,-
SF,son en orden de importancia: la presion de extraccion, el tiempo dinamico y el
tamafio de particula. La temperatura tuvo un efecto despreciable en la respuesta.
En la optimizacionSimplex,el tamafio de particula no se tuvo en cuenta debido a la
dificultad de obtener tamafios con los niveles calculados por el algoritmo Simplex.
Esta fue una de las razones de no tenerla en cuenta en la investigacion de la SFE
de antioxidantes a partir de salvia, ademas de otros inconvenientes como el
tiempo empleado en la caracterizacion de tamafio (tamizaje) y la limitada
disponibilidad de material vegetal. Luego de 14 experimentos se determinoel
Optimo con nivelescercanos a los limites experimentales superiores: presion, 11
MPa; tiempo dinamico, 26 min. Las mejores respuestas fueron obtenidas con los
veértices 5, 11 y 14, perodebido a que el 5 se retuvo durante 9 Simplex fue
escogido como el mejor.En el presente trabajo, la respuesta del vértice 12 fue
notablemente mas alta que las demas (vértices 13 y 14), por lo tanto ésta no se
tuvo que escoger con base en otros criterios. Una causa importante para lo
anterior, es que la respuesta fue conformada por tres observables, pues como se
puede constatar en la Tabla20,el rendimiento por si solo no hubiese sido una
buena eleccién como respuesta.

La mismametodologia también se ha utilizado con éxito en la SFE de

contaminantes a partir de suelos o matrices simuladas. Maio y colaboradores[148],
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extrajeron clorobencenos y hexaclorociclohexanos del suelo contaminado. La
investigacién preliminar consté de un disefio factorial fraccionado 2**,con el cual
se determind la influencia del tiempo dindmico de extraccion, la temperatura, la
presion y la proporcién de modificador, para mejorar la eficiencia de extraccion de
los contaminantes. Mediante el método Simplex encontraronque la presion debia
ser de 38.5 Mpa y el tiempo de 78 min, cuyos dominios experimentales fueron 20-
45 Mpa y 15-45 min. El nivel 6éptimo del tiempo de extraccion estuvo afuera del
dominio experimental inicial, pero los autores buscaron que la recuperacion de los
analitos fuera del 95%, por lo tanto variaron ese parametro. En el presente trabajo
tal cambio no hubiera sido aceptable, debido al gasto excesivo de solvente con
tiempos de extraccion mayores de 120 min. Jo y Tang [149], emplearon un
cartucho de extraccion en fase sdlida (SPE), para retener hidrocarburos
poliaromaticos, (PAHSs), que fueron extraidos con CO,-SF.En la primera etapa se
llevé a cabo un experimento 23, con el cual se evalué la importancia de la presion,
temperatura y tiempo de extraccion. Luego se optimizaron el tiempo y la presion
por la metodologia Simplex. En estos trabajos,mediante réplicas, se verificaron los
vértices 6ptimos y los resultados se compararon con técnicas convencionales,
concluyéndose que la SFE, presenta porcentajes de recuperacionsuperiores a las

convencionales, con la ventaja de que produce menos residuos contaminantes.

La metodologia Simplexen combinacion con los disefios factoriales es una buena
herramienta para encontrar las mejores condiciones en la extraccion de
metabolitos secundarios, pues no utiliza modelos que algunas veces son dificiles
de comprobar, y no se requieren demasiados experimentos, sobre todo, cuando
se consideran mas de tres variables. La mayoria de articulos disponibles que han
optimizado la SFE con CO, de metabolitos secundarios de origen vegetal, han
aplicado la metodologia delassuperficies de respuesta, y no han utilizado mas de 3
variables.En la Tabla 22se muestra un listado de dichas publicaciones y sus

caracteristicas principales.
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Tabla 22.Estudios de optimizacion de la SFE de algunas matrices vegetales

mediante la metodologia de superficie de respuesta.

Factores
Autory ] Factores ]
Matriz vegetal Observable importantes en
[Ref.] evaluados
orden
i Presion, o 1. Presion*
Dahn, et.al. Raices de Rendimiento de
) tempertura y » 2. Temperatura
[150] vetiver . o extraccion ]
tiempo dindmico 3. Tiempo
Presion, o 1. Tiempo*
Huang, et.al Rendimiento de y
Pasta de tomate temperaturay ] 2. Presion*
[151] . L licopeno
tiempo dindmico 3. Temperatura
Rendimiento de
extraccion,
) Presion, actividad 1. Presion*
Gelmez, et Germen de trigo o )
temperatura y antioxidante y 2. Tiempo*
al. [152] tostado . o )
tiempo dinamico contenido total de 3. Temperatura*
fenoles (por
separado)
Cantidad de 1.Temperatura*
Sonsuzer, . ) Temperatura, i
Hojas T. spicata Ny ] monoterpenos 2. Tiempo
et.al. [153] presion y tiempo ) N
oxigenados 3. Presion
Co-solvente, 1. Temperatura*
Liu, et.al. Rizomas de C. tiempo dindmico, Cantidad de 2. Tiempo
[154] yanhusuo temperatura y tetrahidro palmatina 3. Co-solvente
presion. 4. Presién
. ) o 1. Tiempo*
Liu, et.al. Semillas de P. Temperatura, Rendimiento de N
] By ] » 2. Presion*
[155] edulis presion y tiempo extraccion ]
3. Tiempo*
Temperatura, ] 1. Temperatura*
Kassama, Cascara de N . Cantidad de .
presion, porcentaje 2. Presion*
et.al [156] tomate licopeno 3

de co-solvente

. Co-solvente (%)

*Efecto significativo al 95 % de confianza (p<0.05)

Tabla 22. Continuacion
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Factores

Autory ] Factores ]
Matriz vegetal Observable importantes en
[Ref.] evaluados
orden
. . o 1. Flujo*
Nyam, et.al.  Semillas de H. Presion, Rendimiento de
_ ) 2. Temperatura*
[145] sabdariffa temperatura y fluio  extracto o
3. Presion*
1. Cantidad de
o ] Temperatura, ]
Nuralaini, Rizomas de Z. y ) Cantidad de CO,*
presion y cantidad
et.al. [157] zerumbet zerumbona 2. Temperatura*
de CO, L
3. Presion*
o y Intensidad de sabor
Oliveira, Frutos de E. Presiony 1. Temperatura*
) y olor de los N
et.al. [80] uniflora temperatura 2.Presion
extractos
Temperatura, ] . 1. Presion*
_ . . Cantidad de &cido )
Safaralie, Raices de V. presion, tiempo o 2. Tiempo*
o o ) valerénico y sus
et.al. [158] officinalis dindmico y cantidad 3. Co-solvente*

de co-solvente

derivados

4. Temperatura*

*Efecto significativo al 95 % de confianza (p<0.05)

Las variables

independientes de mayor consideracion son

la presion,

temperatura y el tiempo, en menor medida el co-solvente y el flujo se tienen en
cuenta. En la mayoria de los casos las respuestas son el rendimiento de
extraccion y la cantidad de analitos. También se encuentran como respuestas las
propiedades organolépticas, la actividad antioxidante y el contenido total de
fenoles. En ningun trabajo considerado en la Tabla 22 se opté por combinar las
respuestas, en cambio, se construyeron modelos para cada respuesta por
separado, lo cual resulta ser una ventaja de las superficies de respuesta. La
presion de extraccion, gracias a la gran influencia en las propiedades solventes de
los fluidos supercritico,resulto ser la variable que mas afecta las extracciones SFE
a partir de la mayoria de matrices consideradas. El tiempo dindmico de
extraccion,que para la SFE a partir de salvia fue la variable mas importante, en

todos los trabajos que se consideraron no fue importante.
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4.3.6. Cantidad de antioxidantes en los extractos de la optimizacion. Al igual
que la actividad antirradicalaria, las cantidades de los componentes fendlicos
cuantificados fue mas alta en la optimizacion de la SFE a partir de salvia, con
respecto alas del disefio experimental. En la Tabla 23, se presentan las

cantidades de los componentes cuantificados mediante HPLC-DAD.

Tabla 23. Cuantificacion de los diterpenos y triterpenos encontrados en los

extractos obtenidos de los vértices del Simplex.

Vértice Concentracion, mg/g de extracto = s (n=2)
simplex Acido carnésico  Acido ursélico  Carnosato de metilo
1 48.0+0.7 64.5+0.2 92+1
2 43.2+0.4 64.0+0.2 85+2
3 44.3+0.6 64+1 8712
4 39.2+0.8 60.9+0.6 88+1
5 43.8+0.4 64.2+0.6 86.5+0.8
6 42.1+0.5 62.710.1 84+1
7 48.0+0.8 64.8+0.7 94+1
8 42+1 63.5+0.7 8412
9 45.7+0.2 63.9+0.3 88.1+0.2
10 51+1 66.3+0.8 95+2
11 46.8+0.3 66.8+0.6 93.1+0.4
12* 57+1 68.9+0.8 99+2
13 5042 62.710.3 95+1
14 50.2+0.9 64.9+0.2 97+1

De la misma manera que en la cuantificacion realizada a los extractos obtenidos
del disefio experimental (Ver Tabla 16), el componente mas abundante fue el
carnosato de metilo, y las cantidades de acido ursolico (AUR) fueron las que
presentaron menos variacion. Todas las cantidades mayores de 53 mg/kg, y 94
mg/kg para el acido carnésico y carnosato de metilo (ACA y CME),
respectivamente, superaron la concentracion mas alta en los extractos obtenidos
del disefio experimental (Experimento 32, VéaseTabla 16, Seccién 4.3.3). Aunque

la concentracion de ACA en el extracto obtenido del vértice 12,mejor6 con
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respecto al disefio, no igualé lo reportado [57,137,138]. Si la capacidad
antirradicalaria en la optimizacion fue mayor, es porqueel ACA y el CMEtambién
fueron aislados en mayor cantidad, pues son considerados los componentes que
presentan las actividades més altas entre los antioxidantes de la salvia y romero
[113,111,124].De otro lado, la concentracion de AUR no presenté valores mayores
gue los del disefio experimental: 69 contra 72 mg/kg. Las correlaciones, r, de la
capacidad antirradicalaria con el ACA y CME fueron de 0.849 y 0.708, que son
ligeramente mas altas que en el disefio experimental; y entre los diterpenos fue de

0.898 un poco menor que la del disefio.

4.3.7. Comparacion de la cantidad de volatiles entre el HS y la fraccién
metandlica de los extractos. La medicion de la cantidad de volatiles en algunos
de los extractos obtenidos de la optimizacion, se realiz6 mediante dos
procedimientos. El primero se realiz6 haciendo una extraccion metandlica de los
componentes polares en los extractos, y la segunda sometiendo a extraccién el
espacio de cabeza de los mismos (HS) en una fibora de PDMS/DVB. Para la
seleccion de la fibora SPME y la temperatura de trabajo, se llevaron a cabo pruebas
preliminares, las cuales son mostradas en el Anexo B,como guia se tuvo en
cuenta la metodologia consignada en el trabajo de Carrillo y Tena, con algunas
modificaciones[159]. La cuantificacion se realizé en dos cromatografos, equipados
con columnas apolar (extractos metandlicos) y polar (extracto HS). Una razén para
la utilizacion de las dos fases estacionarias diferentes fue tener una perspectiva
mas amplia de la composicién, pues se pueden presentar coeluciones que son
resueltas con la f.e adicional.El monitoreo del espacio de cabeza de los extractos
reviste una importancia practica y es el hecho de que la composicion quimica de
su fragancia sera la misma cuando los extractos vayana incorporarse en productos
cosmeéticosy que percibira el consumidor.A continuacion en la Figura33,se
muestran los cromatogramas obtenidos del analisis de los extractos obtenidos

mediante los dos procedimientos.

135



Viridiflorol Manol A

trans-B-Cariofileno

1,8-Cineol
a-Humuleno
/ Acido

cis-Tujona .
Alcanfor ‘ ‘ n-hexadecanoico trans-Ferruginol
Canfeno : XJ j
L _ .l 1 R O { P T L il
20 25. 30 35. 40 45 50 55 60 65
trans-p-Cariofileno B
1,8-Cineol cis-Tujona ‘J/ a-Humuleno
Viridiflorol
Alcanfor |
Canfeno
1 |
| . I Manol
! - | I 1 ) A A ! ] A L] —— e
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Figura 33.Perfiles cromatogréficos de A. Extracto metandlico de volatiles y
semivolétiles obtenido del vértice 12, GC-FID, columna DB-5 (60 m), split 1:30; B.
Volatiles aislados mediante HS-SPME, GC-MS, columna DB-WAX (60 m),split

1:30.
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Tabla 24. Reconocimiento, identificacion y cantidades relativas (%) de los principales componentes encontrados en
los extractos SFE de salvia obtenidos a partir de la optimizacién y sometidos a extracciéon con metanol.

Cantidad relativa, %*o (n=3)

o H a
N" Pico Compuesto I (DB-5) Vértice 1 Vértice 6 Vértice 9 Vértice 12 Vértice 14
2 a-Pineno 942 1.04+0.01 0.42+0.4 0.53+0.01 0.42+0.04 0.78+0.08
3 Canfeno 957 0.613+0.003 0.28+0.02 0.32+0.01 0.26+0.02 0.46+0.04
8 1,8-Cineol* 1039 11.2+0.1 6.4+0.6 7.0+0.2 5.7+0.5 8.1+0.8
9 y-Terpineno 1066 0.24+0.02 0.12+0.01 tr° 0.12+0.02 0.17+0.02
11 cis-Tujona* 1113 4.04+0.03 2.1+0.2 2.14+0.07 1.9+0.1 2.740.2
12 trans-Tujona 1125 2.75+0.05 1.5+0.1 1.43+0.06 1.610.1 2.2+0.02
13 Alcanfor 1157 3.31+0.04 2.3+0.2 2.2310.07 1.9+0.2 2.5+0.2
19 trans-B-Cariofileno 1443 6.86+0.09 4.4+0.4 4.2+0.1 3.8+0.3 4.8+0.4
23 Aromadendreno 1462 0.94+0.03 0.64+0.06 0.69+0.03 0.51+0.04 0.64+0.04
25 o-Humuleno* 1477 4.8+0.1 3.2£0.4 3.0£0.1 2.740.2 3.5+0.3
31 Espatulenol 1601 0.331+0.03 0.27+0.02 0.30+0.02 0.19+0.01 0.24+0.03
32 Oxido de cariofileno 1610 0.38+0.05 0.26+0.02 0.30+0.02 0.25+0.02 0.32+0.04
33 Viridiflorol 1620 13.2+0.3 11+1 11.0+0.3 8.4+0.8 10.2+0.9
35 Epoxido de humuleno I 1638 0.51+0.07 0.34+0.04 0.39+0.07 0.33+0.02 0.44+0.07
39 Acido n-hexadecanoico 1968 1.440.1 1.03+0.03 1.240.1 1.0+0.2 1.3+0.1
42 Manol 2094 29.47+0.04 27+2 28+1 20+1 24+0.2
46 trans-Ferruginol 2361 0.28+0.02 0.4+0.1 0.4+0.1 0.46x0.06 0.4+0.1
48 B-Sitoesterol 2843 tr 1.6+0.1 2.56+0.04 2.5+0.2 3.4+0.3
Compuestos reconocidos e identificados, % 87.0 71.5 74.0 60.7 72.6
Hidrocarburos monoterpénicos 3.6 1.3 14 1.4 2.7
Monoterpenos oxigenados 21.8 12.7 13.1 11.5 15.9
Hidrocarburos sesquiterpénicos 14.9 9.8 9.3 8.2 10.5
Sesquiterpenos oxigenados 14.4 11.6 12 9.2 11.2
Diterpenos 29.7 27.3 28.1 20.7 24.0
Triterpenos 0 1.8 2.6 25 3.4
Acidos grasos y ésteres derivados 2.3 3.8 4.7 4.3 2.8
Ceras 0.3 3.1 2.9 3.4 2.2

Indice de retencion calculado con base en los tiempos de retencion obtenidos en una columna DB-5 (f.e. apolar).
®Compuesto detectado a nivel de trazas (<1.0%).)
* |dentificado por comparacién con los indices de retencién y espectros de masas obtenidos de patrones de referencia certificados.

Los compuestos resaltados se especifican en la Figura 33.
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Tabla 25. Reconocimiento, identificacion y cantidades relativas (%) de los principales componentes encontrados en
los extractos SFE de salvia obtenidos a partir de la optimizacion y monitoreados mediante HS-SPME.

N° Pico

Compuesto

Ir (DB-WAX)

Cantidad relativa, %*o (n=3)

Vértice 1 Vértice 6 Vértice 9 Vértice 12 Vértice 14
1 a-Pineno 1024 0.66+0.05 1.25+0.04 1.4+0.1 1.2140.05 1.83+0.09
3 Canfeno 1074 0.43+0.02 0.87+0.03 0.94+0.09 0.71+0.05 1.29+0.05
5 B-Mirceno 1151 0.94+0.04 1.47+0.03 2.7+0.2 2.02+0.08 2.87+0.07
9 1,8-Cineol* 1212 13.1+0.5 14.9+0.8 18.3+0.9 17.7+0.9 18.6+0.3
11 y-Terpineno 1242 0.522+0.009 0.56+0.01 0.88+0.02 0.61+0.01 0.774£0.04
12 p-Cimeno 1270 0.41+0.01 0.78+0.04 1.60+0.05 1.22+0.05 1.50+0.06
14 cis-Tujona* 1402 11.0+0.3 8.02+0.09 12.1+0.5 9.9+0.5 9.63+0.07
15 trans-Tujona 1421 4.2+0.1 7.31+0.05 9.840.6 10.4+0.5 9.91+0.07
21 Alcanfor 1498 5.310.1 4.15+0.03 4.4+0.3 4.740.3 4.5+0.1
30 trans-B-Cariofileno 1602 23.1+0.7 22.04+0.04 15.+1 18+1 14.0+0.4
32 Aromadendreno 1610 2.9+0.1 3.5+0.2 3.0+0.3 2.4+0.2 2.1+0.1
38 o-Humuleno* 1673 15.3+0.4 15.6+0.1 12.340.2 12.5+0.6 14.5+0.7
39 y-Muruleno 1698 0.96+0.02 0.600+0.001 0.4610.04 0.47+0.05 0.63%0.05
49 Oxido de cariofileno 2008 0.57+0.03 0.311+0.006 0.34+0.02 0.37+0.03 0.34+0.04
53 Espatulenol 2137 0.174+0.01 0.17+0.01 0.142+0.004 0.15+0.01 0.1340.02
52 Viridiflorol 2112 7.840.3 7.20+0.04 6.0£0.2 7.1+0.3 6.28+0.05
53 Espatulenol 2137 0.17+0.01 0.17+0.01 0.142+0.004 0.15+0.01 0.13+0.02
58 Manol 2510 0.37+0.01 0.332+0.008 0.25+0.01 0.31+0.01 0.28+0.03
Compuestos reconocidos e identificados, % 99.8 99.3 99.9 99.7 99.8
Hidrocarburos monoterpénicos 4.7 6.8 10.6 7.9 11.7
Monoterpenos oxigenados 37.3 31.2 47.4 46.0 45.3
Hidrocarburos sesquiterpénicos 48.6 47.0 34.7 37.5 355
Sesquiterpenos oxigenados 8.9 8.0 6.8 8.0 7.1
Diterpenos 0.4 0.3 0.2 0.3 0.3

?Indice de retencion calculado con base en los tiempos de retencién obtenidos en una columna DB-WAX (f.e. polar).
* |dentificado por comparacién con los indices de retencién y espectros de masas obtenidos de patrones de referencia certificados.

Los compuestos resaltados se especifican en la Figura 33.
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En la Figura 33, no solamente se notan las diferencias en el orden de elucién de
los componentes, sino también, las intensidades de los picos correspondientes a
un mismo compuesto. Varios de los terpenos mas volatiles que se aislaron con la
fibora no fueron detectados en la fraccion de extracto tratada con metanol e.g.
limoneno, B-felandreno, trans-B-ocimeno, terpinoleno, entreotros. Estos contrastes
se deben principalmente a la extraccion metandlica, pues de esta manera se
eliminaron algunos componentes o disminuyeron sus cantidades, producto de las
diferencias de polaridad entre los terpenos y el solvente. También, los detectores
empleados para la obtencién de los dos cromatogramas pudieron influir en dichas
diferencias (FID y MSD), pues los factores de respuesta son diferentes. Dos
razones fueron las que influyeron en la aplicacion del tratamiento con metanol: (1)
Eliminar en lo posible &acidos grasos y ceras que son compuestos de peso
molecular alto y pueden disminuir la vida util de la columna cromatografica
impregnando la fase estacionaria, y (2) Debido a que el procedimiento para la
medicién de la capacidad antirradicalaria se llevé a cabo en metanol (método
hidrofilico),se buscé saber cuales componentes volatiles y semivolatiles pudieron
influir (en menor medida) en la actividad de los extractos. Algunos monoterpenos
como la cis-tujona, trans-tujona y a-terpineol, y diterpenos como el manol ytrans-
ferruginol,también tienen influencia en la capacidad antirradicalaria del AE de
salvia [63,103].En las Tablas 24 y 25,se resaltan mejor dichas diferencias, el
manol que fue el componente mayoritario en el primer caso es uno de los
componentes de menor cantidad relativa en el segundo, lo cual no reforzé la
hipotesis sobre el quimiotipo manol colombiano, aunque el tiempo de exposicion
del HS a la fibora SPME no favorecid la extraccion de dicho componente.Las
familias de componentes de menor volatilidad como acidos grasos, ésteres, ceras
y triterpenos no se detectaron por HS-SPME.En términos generales, de la Tabla
24, se nota que en el vértice 1 estan las cantidades relativas mas altas de
volatiles, mientras que en el vértice 12 las mas bajas, este mismo comportamiento

se aprecia en la Tabla 25a partir de la elucibn de los componentes
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sesquiterpénicos.En

la Figura 34 se muestranlas comparaciones de las

cuantificaciones de cada metodologia para tres de los componentes mayoritarios.
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Las curvas de calibracion se muestran en el Anexo A2. En general los errores de
la metodologia HS-SPME-GC-MS son mayores, una causa de ello, es que la
preparacion de la muestra depende de un nimero mayor de variables. A medida
gue la volatilidad de los compuestos disminuye,sus cantidades aumentan en las
fracciones metandlicas. Para el 1,8-cineol, las cantidades tanto en el espacio de
cabeza como en la fraccion metandlica son equivalentes, mientras que la cantidad
de a-humuleno en ésta Ultima, es muy superior que la cantidaddel espacio de
cabeza, esto se debe a que el tiempo de exposicién de la fibra en el espacio de
cabeza no favorecié la adsorcion de los sesquiterpenos en el recubrimiento de
PDMS/DVB. El tiempo de exposicion de la fibra empleado (50 min), se debio a que
en los recubrimientos donde actta la adsorcion como mecanismo principal, los
equilibrios se alcanzan en tiempos muy prolongados[160]. Un antecedente en las
diferencias entre las inyecciones directas de muestras y la desorcidon del espacio
de cabeza por medio de una fibra de SPME (PDMS/DVB), se pone de manifiesto
en el trabajo de Cuy y Merlo [161], en el cual se detectaron 74 componentes
mediante inyeccién directa de un perfume, mientras que por SPME soélo 44, de
éstos, 12 no fueron detectados mediante el primer procedimiento. Todos los
componentes detectados por inyeccion directa se detectaron en el espacio de
cabeza. El componente mayoritario por inyeccion directa fue el cis-
dihidrojasmonato de metilo (22.8%) y por SPME fue el limoneno (24.0%) [161]. En
la presente investigacion, mediante SPME se detectaron 58 componentes, el
componente mayoritario fue el trans-p-cariofileno; en la fraccion metandlica 88

compuestos y el compuesto mayoritario fue el manol.

4.3.8. Verificacién del vértice 6ptimo.Luego de haber encontrado una respuesta
superior a todas las demas (Vértice 12), se procedi6 a comprobar que
efectivamente esta combinacion de niveles de los factores fue la mas efectiva en
la obtencion de la mejor respuesta. El efecto sobre la respuesta cuando un factor
se varia mientras los otros se mantienen en sus niveles optimos se puede analizar

por turnos para cada factor. Este procedimiento puede ser utilizado para verificar
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la optimizacion. También indica a qué nivel son importantes para cada factor las
desviaciones con respecto del nivel 6ptimo: cuanto mas acusado es el pico de
respuesta en la region del 6ptimo mas critica es la variacion en el nivel del factor
[26,143].Vale la pena anotar que luego de un seguimiento a las presiones,
temperaturas y flujo durante las pruebas preliminares, las pruebas de secado y de
tamano de particula,se hallaron las variaciones de estas variables producidas por
el equipo, las cuales fueron: presion de extraccion +0.4 MPa, -0.3 MPa;
temperatura de separacion +3 K, -3 K; presion de separaciéon +0.3 MPa, -0.2 Mpa;
y flujo +0.00kg/h, -0.06 kg/h.Teniendo en cuenta lo anterior, los tamafios de paso y
las diferencias en los niveles de los vértices, debieron ser mayores que estos
valores. En la Tabla 26, se muestran las respuestas al variar de a uno los factores,

asi mismo el resultado al realizar dos réplicasde las condiciones del vértice 12.

Tabla 26. Resultados de la verificacion del punto 6ptimo en la SFE de salvia.

Cédigo nli n kgl h Mppla E R, % A pme?(It:-;&Ig xe/mg (;ngc';\r-g-/ g d(;orrgg :)nuaecsf?ar]s
eextracto

DA 80.6 2.82 47.3 313 2.1 1.92+0.03 66.8+£0.3 81.9
Dv 50.6 2.82 47.3 313 1.8 2.10£0.02 71.4+0.4 89.3
FA 65.6 3.30 47.3 313 1.7 2.00£0.01 68.91£0.1 82.7
Fv 65.6 2.34 47.3 313| 15 1.80+0.02 55.1+0.2 63.7
PA 65.6 2.80 50.0 313] 1.9 2.05+0.04 72.3£0.2 89.0
PY 65.6 2.80 43.3 313 1.8 1.49+0.03 63.0£0.3 59.3
HA 65.6 2.80 47.3 319 1.7 1.91+0.02 66.8+0.3 77.6
HY 65.6 2.80 47.3 307| 19 2.11+0.01 72.1+0.1 91.1

OPT-l 65.6 2.80 47.3 313] 1.8 2.40+0.01 74.0+0.2 100.9

OPT-ll  65.6 2.80 47.3 313] 1.9 2.47+0.01 74.7+0.3 101.5

P: Presion de extraccién; F: Flujo del fluido; D: Tiempo dinamico; H: Temperatura de separacion; R:
Rendimiento; CA: Capacidad antirradicalaria; CTF: Contenido total de fenoles; ¥ y A: Variaciéon por debajo y
por encima, respectivamente, del valor éptimo del factor.

Ninguna respuesta de las variaciones de cada factor resultd ser mayor que las del
vértice 12, por lo tanto, se puede afirmar que la combinacién de factores
encontradas en la optimizacién efectivamente conduce a la mejor respuesta,
ademas las respuestas de las dos replicas (OPT 1 y Il), confirman el resultado

obtenido anteriormente. El error entre las respuestas de las tres réplicas del
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optimo (0.000137) fue un orden de magnitud menor que el error de los duplicados
de las pruebas de secado y tamafio de particula (0.00144). Los factores que
producen los picos de respuesta (en una grafica si las demas variables se dejan
constantes) mas y menos acusados en las dos direcciones son el flujo y el tiempo
dinamico, respectivamente. Lo anterior se contrapone a lo encontrado en el
analisis de la varianza del disefio factorial y a los resultados de la optimizacion,
puesto que el factor que da lugar al pico menos acusado, revela que el cambio en
dicho factor no produce grandes cambios en la respuesta, una razén para esta
oposicion es la diferencia entre los rangos de observacion, ya que en el caso de la
validacién, es mas estrecho que en el disefio factorial y la optimizacion. Al
aumentar el tiempo dinamico la respuesta disminuye de la misma manera que en
la optimizacién, pero no en el disefio. Al incrementar el flujo y la presién se
obtienen respuestas mas altas, de la misma manera que en el disefio y el Simplex,

y finalmente, si la temperatura de separacion se disminuye la respuesta aumenta.

4.3.9. Comparaciéon de las respuestas entre el Optimo y los extractos
etanodlicos.La decisién de emplear etanol como solvente de comparacion con la
extraccion SFE de antioxidantes, se debié a que éste junto con el agua, son los
anicos solventes reconocidos como seguros para la salud humana. No se
utilizaron proporciones de agua en el etanol para la extraccién, debido a que no se
contaba con un sistema de eliminaciéon de agua como un liofilizador, y cualquier
método adicional hubiese implicado el uso de otro solvente adicional. A los dos
extractos etanolicos obtenidos no fue posible retirarles completamente la
coloracién verdosa, aunque con el tratamiento con carbén activado descrita en el
Numeral 3.4.2.,perdieron un poco de este color. El rendimiento fue superior al de
los extractos SFE, aunque la capacidad antirradicalaria y el contenido total de
fenoles fuemenor. La respuesta final no fue estadisticamente diferente de la de los
extractos SFE. En la Figura 35, se expone la diferencia entre las tres respuestas

individuales y la combinacion lineal de estas.
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Figura 35. Comparacion de las respuestas en dos tipos de extraccion de

antioxidantes a partir de salvia.

Los valores mas bajos para la capacidad antirradicalaria y el contenido de fenoles
se debieron a que los extractos etandlicos presentaron un contenido alto de
clorofilas que pudieron afectar la actividad. El uso de etanol en combinaciéon con
agua (70:10), hubiese sido positivo para la capacidad antirradicalaria;segun el
trabajo de Durling y colaboradores [32], cuando se empled esta relacion de etanol-
agua el contenido de acido rosmarinico en el extracto fue del 70%, mientras que
cuando se uso etanol puro, el contenido decrecié a menos del 10%, de otro lado,
las cantidades de &cido carndsico y sus derivados en el extracto con etanol al
99.8%, fueron las mas altas encontradas (70%), mientras que en el extracto
etanol-agua (70:30) fueron del 55%.En la presente investigacion no fue detectado
el a&cido rosmarinico mediante ninguno de los dos procedimientos de extraccion
(Figura 36).
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Figura 36. Perfiles cromatograficos obtenidos mediante HPLC-DAD de: A.
Extracto SFE (6ptimo), B. Extracto obtenido etanol, C. Patrones de los &cidos
carnosico (1) y ursélico (3). Fase moévil conformada por 80 % metanol y 20% agua
(0.1% acido ortofosférico). Los nimeros de cada compuesto se muestran en la
Tabla 27.

Los valores del contenido total de fenoles para el optimo, 74.6 mg acido galico/g
de extracto, y del extracto etanolico 64.7 mg acido galico/g de extracto, superan
los obtenidos por Grzegorczyk y colaboradores [138], 42 mg acido galico/g de

extracto, los cuales midieron dicha propiedad en extractos metanolicos. Pero si se
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expresa el contenido total de fenoles como mg de acido galico/g de material
vegetal, el optimo y el extracto etanolico presentan valores de 1.3 y 3.2
respectivamente, resultaron ser mas bajo y alto que en el reporte de Zheng y
Wang 2.8, quienes obtuvieron extractos acuosos de salvia [118].

La comparaciéon de dos extractos comerciales de salvia [21], mostrO que el
extracto con etanol presenté como compuesto mayoritario (entre los componentes
reconocidos) el acido rosmarinico, 4.9 % y CME, 0.24 %; vy en el extracto
supercritico se obtuvo ACA, 0.41 % y CME, 0.92%, sin presencia del &cido
rosmarinico. El poder antioxidante de los dos extractos no fue estadisticamente
diferente. En la extraccion SFE de antioxidantes a partir de hojas de R. officinalis
[69], se encontrd que el &cido carndsico se extrajo en mas del doble (35.7 mg/qg)

de la cantidaddel extracto metandlico (15.9 mg/g).

Tabla 27. Cantidades de los componentes detectados y reconocidos mediante
HPLC-DAD.

Concentracién, mg/g de extracto £ s

Extracto
(1) Acido carndsico  (3) Acido ursélico (2)Carnosato de metilo
SFE (Optimo) (n=3) 54+3 65.3+0.6 97+2
Etandlico (n=2) 33.5+2 29748 43.61£0.7

Al igual que en la Figura 35, la Tabla 27 muestra que los coeficientes de variacion
en las determinaciones realizadas tienen coeficientes de variacion menores del 10
%, lo cual hace que las réplicas realizadas en el equipo utilizado sean aceptables
segun las buenas practicas en el laboratorio. Las cantidades de ACA y CME
fueron mayores en los extractos SFE que en los extractos obtenidos con etanol,

llegando inclusive a ser el doble, reforzando lo encontrado en las investigaciones

146



comentadas anteriormente [21,69]. Pero la cantidad de AUR fue mas alta en el
extracto etanolico (5.0 mg/g de MV), y ademas mayor que en los estudios tratados
en la Seccion 4.3.3.[30,139],(0.39-1.30 mg/g de MV). Teniendo en cuenta que los
diterpenos fendlicos ACA y CME, son de los componentes con las mejores
caracteristicas antioxidantes, hay congruencia entre las cantidades de estos

compuestos en los extractos y los resultados de la capacidad antirradicalaria.

4.4.OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION CON CO,-SF DE ANTIOXIDANTES
DE TOMILLO

El procedimiento de optimizacion de T. vulgaris se realiz6 bajo la misma
metodologia empleada para S. officinalis. Se tuvieron en cuenta los mismos
factores, pero su importancia en la combinacién de respuestas no fue la misma,

COomo Sse muestra a continuacion.

4.4.1. Resultados del disefio experimental factorial fraccionado.En eldisefio
experimental, los experimentos se llevaron a cabo en orden aleatorio para eliminar
el error sistematico. Cada dia se realizaron dos experimentos, para un total de 16
dias. Las mediciones de la CA y el CTF se realizaron después que todos los

experimentos concluyeron, debido a la disponibilidad de los equipos.

En la Tabla 28 se muestran las tres respuestas obtenidas a partir del disefio
factorial empleado. El nivel alto de (cuando la letra t aparece en el cédigo) la
temperatura tuvo una influencia positiva en los resultados de la CA, CTF e
inclusive del rendimiento. Lo anterior no se esperaba pues como se habia
comentado, las temperaturas altas (>40 C) hacen que algunos compuestos
antioxidantes se degraden [2-5]. La temperatura de 80 °C mejoré la recuperacion
de los componentes antioxidantes pues la volatilidad aumento, y se aislaron mas

facilmente por el CO; [2].
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Tabla 28. Resultados obtenidos a partir del disefio factorial fraccionado 2”2 para
tomillo.

R CA, CTF, Combinacién
I\.j Cédigo* R, % pmol de Trolox®/ mg de &cido gélico/  de respuestas,
Experimento
mg de extracto g de extracto Y
1 gh 0.2 0.93+0.05 61.7+0.9 35.2
2 p 0.3 1.19+0.03 66.8+0.3 47.1
3 t 0.2 1.37+0.02 59+1 45.8
4 ptgh 0.4 1.64+0.03 62.7+0.2 59.1
5 f 0.5 1.03+0.03 34.2+0.5 22.9
6 pfgh 0.5 1.16+0.01 42.1+0.4 32.1
7 tfgh 0.5 1.52+0.01 66.2+0.3 59.0
8 ptf 0.8 1.51+0.01 68+2 64.5
9 dh 0.5 1.08+0.04 45.9+0.4 32.8
10 pdg 1.0 1.13+0.03 54.5+0.6 47.2
11 tdg 1.6 1.52+0.02 69.3+0.9 77.8
12 ptdh 0.9 1.88+0.03 68.5+0.7 77.3
13 fdg 0.3 1.4+0.3 45.9+0.4 40.3
14 pfdh 0.5 1.38+0.02 54.4+0.5 46.9
15 tfdh 0.9 1.14+0.02 39.9+0.3 36.6
16 ptfdg 2.0 1.50+0.05 53.7+0.2 72.8
17 eg 0.3 1.27+0.03 37.0£0.3 29.2
18 peh 0.2 0.53+0.03 27.6+1 0.13
19 teh 0.3 0.77+0.03 58.2+1 29.4
20 pteg 13 1.14+0.02 65.0+0.9 59.5
21 feh 0.3 0.67+0.04 32.8+0.9 9.1
22 pfeh 0.8 0.89+0.04 53.1+0.6 36.5
23 tfg 1.3 0.91+0.04 36.7+0.3 331
24 ptfeh 11 1.44+0.02 52.8+0.3 50.8
25 de 0.5 0.97+0.03 31.1+0.5 191
26 pdegh 0.9 1.06+0.04 48+2 39.2
27 tdegh 1.2 1.34+0.04 65.9+0.8 63.9
28 ptde 11 1.75+0.08 65.9+1 74.5
29 fedgh 0.5 1.05+0.08 37.3x0.4 25.8
30 pfde 0.6 1.08+0.02 41.0+0.9 30.6
31 tfde 1.4 1.25+0.01 57.8+0.8 59.7
32 ptfdegh 1.9 1.93+0.01 67.2+0.3 92.2

*p: Presion de extraccion; t: Temperatura de extraccion; f: Flujo del fluido; d: Tiempo dinamico; e:
Tiempo estatico; g: Presion de separacién; h: Temperatura de separacion.

De los 15 experimentos que dieron capacidades antirradicalarias que

sobrepasaron la mediana, 13 coinciden con los que cumplieron esta misma
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condicion para el contenido total de fenoles, por locual se esperaba que las dos
propiedades hubiesen tenido una buena correlacion. Sin embargo el coeficiente de
correlacion entre la CA y CTF no fue bueno r=0.674, por las mismas razones
expuestas en la Seccién 4.3.1, aunque este valor fue un poco més alto que en el
caso de salvia. Asi mismo, los otros dos coeficientes de correlacion, entre estas

dos propiedades y el rendimiento mostraron valores mayores que para salvia.

En el trabajo de Dapkevicius y colaboradores [162], el rendimiento de extracto
SFE fue del 0.6%, bajo una presion y temperatura de extraccion de 30 MPa 'y 313
K, respectivamente. Se emplearon tiempos de extraccion de 5 y 25 min para el
estatico y dinamico, respectivamente. Esta extraccion se puede comparar con el
experimento 17, que tuvo las siguientes condiciones: presion de extraccion, 30
MPa; temperatura de extraccién, 313 K; tiempo dinamico, 30 min; y tiempo
estatico de 30 min. En el reporte de la literatura el rendimiento fue del doble
respecto al del experimento 17, aunque en este ultimo el tiempo estatico fue 10
vecesmayor. Las causas de ello se debieron aque las partes de la planta
empleadas fueron diferentes, pues Daepkevicius y colaboradores, utilizaron hojas
e inflorescencias solamente, también a que emplearon un secado a temperatura
ambiente y utilizaron un colector con solvente en una trampa fria a -30 °C lo que
redujo las pérdidas de volatiles. La actividad antioxidante de los extractos SFE,
fueron mejoresque las de otros tipos extractos como hidrodestilacion, extractos en
acetona y agua-metanol [162]. Proestos y colaboradores [31] obtuvieron extractos
en etanol-agua después de realizar una hidrélisis al material vegeta; la medicién
del contenido de fenoles resultd ser de 19,8 mg de acido galico/g de extracto, que
es muy inferior al mas alto obtenido del disefio experimental del presente trabajo
que fue 69.3 mg de acido galico/g de extracto. Algunas de las razones que pueden
causar estas diferencias son: el tipo de material vegetal, distintas polaridades de
los solventes de extraccion, la degradacion de los fenoles después de hidrolizar y

las polaridades de los solventes de extraccion.
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4.4.2. Analisis de factores. A continuacion en la Figura 37, se observan los
factores y las combinaciones de segundo nivel entre ellos, que se alinearon y no lo
hicieron en la grafica de probabilidad normal. Los factores que produjeron cambios
en la respuesta mayores al error aleatorio son: la temperatura de extraccion,
tiempo dinamico, presiones de extraccion y separacién y tiempo estatico de
extraccion, pero ninguna interaccion entre ellos mostré este comportamiento. Este
tipo de grafico fue tomado como el primer filtro para tener en cuenta los factores

gue se emplearon en la optimizacion.
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Figura 37. Grafica de probabilidad normal para los efectos de primer y segundo
orden en la respuesta combinada del rendimiento, la capacidad antirradicalaria y el
contenido de fenoles (T: Temperatura de extraccion; D: Tiempo dinamico; P:

Presion; G: Presion de separacion; E: Tiempo estatico).

Segun el andlisis de varianza del disefio, no solamente los cinco factores

enunciados anteriormente influyeron en la respuesta, también lo hicieron la
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temperatura en el colector y 8 interacciones de segundo orden entre estos 5
factores mas el flujo, pero para descartar el mayor numero de factores, se empleo
el grafico de distribucion normal como discriminatorio y el ANOVA como
confirmatorio. Las sumas de cuadrados de los factores tenidos en cuenta en la
Tabla 29 y las interacciones entre estos representan mas del 91 % de la

variabilidad de la combinacion de respuestas.

Tabla 29. Andlisis de la varianza para los efectos significativos segun el grafico de

distribucién normal.

Factor Suma de cuadrados F Fis Pr>F
E 0.05923 34.44 2.04E-03
G 0.07854 45.66 1.08E-03
P 0.15900 92.12 2.06E-04
D 0.16360 95.45 6.61 1.93E-04
T 0.74690 434.3 4.71E-06
Error 0.00172

T: Temperatura de extraccién; D: Tiempo dinamico; P: Presion; G: Presion de separacion; E:
Tiempo estatico

En la grafica del comportamiento de la respuesta con respecto a los efectos mas
importantes (Figura 38), son dos los indicadores de la magnitud de su influencia:
(1) El rango de valores de respuesta (eje Y) abarcados por la linea recta y (2) La
pendiente de esta linea. La temperatura de extraccion es la variable que presenta
en mayor grado estas dos caracteristicas. La temperatura influye de tres maneras
en la respuesta: aumenta la densidad del fluido, incrementa la volatilidad de los
componentes y puede llegar a degradarlos [2,5]. Este factorinfluyé de manera
positiva, lo cual significa, que aumenté la volatilidad de componentes antioxidantes
sin degradarlos. Aunque este comportamiento es representado por la linea recta
entre dos puntos (313 y 353 K) solamente, no se sabe si hay minimos o0 maximos

en este rango.
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El tiempo dinamico influyé positivamente pues una mayor cantidad de CO, entro
en contacto con la matriz vegetal,es decir, la relacion masa de CO,/masa de MV,
aumento y por lo tanto la capacidad de extraccion. En el estudio de Garcia y
colaboradores [64] se realizaron experimentos para determinar el tiempo de
extraccidn necesario para alcanzar el maximo rendimiento a partir de hojas secas
de tomillo, con el mismo equipo utilizado en la presente investigacion y
concluyeron que fueron necesarios 240 min para alcanzar de manera constante el
3.0 % de rendimiento. En paginas anteriores se ha puesto de manifiesto que un
tiempo mayor de 120 min hubiese acarreado costos que no se hubiesen podido
asumir teniendo en cuenta las caracteristicas de la investigacion que ya se habia
planeado. En el trabajo citado se obtuvieron los extractos a partir de hojas
solamente, lo cual hace, que los rendimientos aumenten notoriamente teniendo en
cuenta que la mayoria de masa en una planta de T. vulgaris esta representada por
sus tallos.La presion incremento la densidad haciendo mas eficiente la solvatacion
de aquellos componentes con caracteristicas antioxidantes, y por lo tanto, la
capacidad antirradicalaria de los extractos. La presion de separacion posiblemente
mejoro la precipitacion de aquellos componentes antioxidantes en las paredes del
colector, a expensas de la solvatacion de componentes de bajo peso molecular

como monoterpenos, que se pudieron evacuar junto al CO, por el venteo.

Cuando se paso del nivel inferior al superior en las variables graficadas, mejor6 la
respuesta. Los resultados obtenidos para la presion y temperatura de extraccion y
el tiempo dindmico estan de acuerdo con los resultados de Dawidowicz vy
colaboradores [163]. No obstante para el tiempo estatico, que no aparece en la
figura, el aumento de 0 a 30 min afecto negativamente la respuesta. Si se toma
cada observable individualmente para el tiempo estatico, el rendimiento se
beneficid, pero no asi la capacidad antirradicalaria y el contenido de fenoles. Una
razén para dicho comportamiento es la solvatacion de componentes de mayor

peso molecular como ceras o acidos grasos sin actividad antioxidante.
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La extraccion de los metabolitos del tomillo a diferencia de la de salvia, no
dependié del flujo, posiblemente porque los componentes en la matriz vegetal
estuvieron facilmente disponibles para el solvente, esto produce que el equilibrio
entre la cantidad de metabolitos retenidos y disueltos se alcance rapidamente
durante la primera etapa de extraccion [105]. Por su parte la temperatura de
separacion no degradd los componentes con actividad ni mejor6é su recuperacion
sobre las paredes del colector. Se optimizaron los factores listados en la Tabla 29
y los dos factores restantes se fijaron en: flujo, 2.4 kg/h; y temperatura en el
colector, 303 K.
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Figura 38. Comportamiento de la respuesta con respecto a: A. Presion de
extraccion; B. Temperatura de extraccion; C. Presion se separacion y D. Tiempo

dindmico.
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4.4.3.Composicion volatil y semi-volétil de la fraccion soluble en metanol de
los extractos SFE. En la Figura 39 se muestra la corriente ionica total (TIC)
reconstruida, obtenida por GC-MS después de la extraccién SFE, la precipitacion
en metanol y descarte de los componentes mas pesados y apolares del extracto.
Fueron reconocidos 31 componentes en cantidades relativas <0.1 %, que en
promedio fueron cerca del 55 % de las sefales detectadas. Una gran parte de los
picos no fueron reconocidos debido a las coeluciones y a su baja intensidad, la
mayoria de estos componentes se ubicaron en la region comprendida entre los
sesquiterpenos (tg>37 min) y los triterpenos (tg=57 min). Posiblemente estos
componentes pudieron ser de tipo fendlico, lo cual puede ser intuido por los
valores del contenido total de fenoles. Estos componentes no se reconocieron
mediante HPLC-DAD, pues ninguno coincidié con los 11 componentes fendlicos
de referencia. Los componentes reconocidos se detallan en la Tabla 30, y cada

extracto se analizé por triplicado.
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Figura 39. Perfil cromatografico, obtenido por GC-MS de los volatiles y
semivolétiles dela fraccion metandlica del extracto SFE de Thymus vulgaris.
Columna DB-5MS (60 m), Split 1:30. MSD (ElI, 70 eV).
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Tabla 30. Reconocimiento, identificacion y cantidades relativas (%) de los principales componentes encontrados en

las fracciones metanolicas de los extractos SFE de tomillo obtenidos a partir del disefio 2°.

Cantidad relativa, %*o (n=3)

0
p'i\lco Compuesto IR Experimento Experimento Experimento Experimento Experimento Experimento Experimento
1 19 23 24 27 28 32
1 o-Pineno 942 0.13+0.01 tr tr tr 0.185+0.007 tr tr
2 Canfeno 958 0.14+0.01 tr tr tr 0.16+0.01 tr tr
3 o-Terpineno 1023 0.254+0.006 tr tr tr 0.24+0.02 tr tr
4  p-Cimeno* 1031 9.29+0.08 3.4+0.3 6.3+0.1 0.87+0.04 6.5+0.2 1.17+0.03 1.16x0.01
5 B-Felandreno 1036 0.336+0.008 0.21+0.02 0.42+0.03 tr 0.50+0.03 tr tr
6 1,8-Cineol* 1040 0.86+0.04 0.3410.03 0.55+0.03  0.261+0.004  0.58+0.06 0.36+0.04 0.2740.03
7  y-Terpineno 1066 0.67+0.02 0.31+0.02 0.57+0.01 0.29+0.03 0.62+0.06 0.12+0.02 0.21+0.02
9 Linalol 1101 1.23+0.02 0.79+0.06 0.65+0.02 0.52+0.04 0.60+0.04 0.57+0.01 tr
11 Alcanfor 1157 0.33+0.01 tr 0.21+0.01 tr tr tr tr
12 Borneol 1178 0.99+0.05 0.47+0.05 0.64+0.02  0.461+0.004  0.54+0.02 0.23+0.03 0.30£0.03
13 4-Terpineol 1187 0.53+0.04 0.2440.03 0.3110.02 tr 0.30£0.03 0.12+0.02  0.161+0.008
14  Eter metilico de timilo 1238 0.41+0.02 0.12+0.02 0.2240.02 tr 0.2040.01 tr tr
15 Eter metilico de carvacrilo 1248 0.319+0.009 0.11+0.01 0.24+0.02 tr tr tr tr
16 Timogquinona 1256 1.70+0.08 1.10+0.05 0.65+0.07 0.11+0.01 0.23+0.03 0.45+0.04 0.41+0.04
17 Timol* 1293 20.4+0.1 8.2+0.3 17.9+0.2 10.1+0.5 18.0+0.5 17.340.1 12.4+0.7
18 Carvacrol 1304 4.6+0.4 2.440.2 4.3+0.2 2.5+0.3 4.9+0.5 5.0+0.1 3.4740.05
19 o-Copaeno 1387 0.228+0.006 tr tr tr tr tr tr
20 trans-B-Cariofileno 1443 1.56+0.02 0.35+0.01 0.85+0.01 0.37+0.03 0.87+0.03 1.06+0.01 0.43+0.01
21 a-Humuleno* 1456 1.89+0.01 1.5+0.1 2.0+0.2 1.9940.09 1.7+0.2 1.7+0.2 1.90+0.08
22 y-Cadineno 1535 0.244+0.003 tr tr tr tr tr tr
23 §-Cadineno 1541 0.24+0.02 tr 0.1740.02 tr tr tr tr
24 trans-Calameneno 1564 0.98+0.08 0.38+0.03 tr tr 0.94+0.02 0.661+0.009 0.51+0.05
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Tabla 30, continuacion.

25  Oxido de cariofileno 1610 0.956+0.008 0.30+0.02 0.56+0.05 0.41+0.03 tr 0.47+0.03 0.40+0.03
26  epi-a-Cadinol 1664 0.71+0.05 0.487+0.003  0.509+0.009 tr 0.48+0.07 0.626+0.004 0.59+0.07
27 Cadaleno 1696 tr tr 0.38+0.07 0.59+0.03 0.40+0.05  0.43+0.07 0.41+0.05
28 Neofitadieno 1843 0.77+0.03 1.1+0.04 0.78+0.01 0.929+0.008 1.32+0.09 1.30+0.06 1.66+0.01
29  Acido n-hexadecandico 1960 5.3£0.6 13.4+0.1 9.9+0.5 10.7+0.3 10.7+0.3 8.93+0.09 12.6x0.5
30 cis,cis-9,12-Acido octadecanoico 2143 8.2+0.3 11.4+0.4 10.35+0.06 10.7+£0.4 10.8+0.1 9.2+0.3 11.6+0.6
31 3-Picenona** 2236 1.76+£0.07 2.27+0.02 2.3£0.6 2.0£0.2 1.46+0.03 1.9+0.2 0.43+0.03
33 Estigmast-4-en-3-ona** 3237 1.7+£0.2 4.9+0.4 3.5+0.2 7.0£0.3 0.94+0.03  2.77+0.03 6.7+0.7
Compuestos reconocidos e identificados, % 66.7 53.8 64.3 49.8 63.2 54.4 55.6
Hidrocarburos monoterpénicos 10.8 3.9 7.3 1.2 8.2 1.3 1.4
Monoterpenos oxigenados 314 13.8 25.7 13.9 25.3 24.0 17.0
Hidrocarburos sesquiterpénicos 5.1 2.2 34 3.0 3.9 3.9 3.3
Sesquiterpenos oxigenados 1.7 0.8 1.1 0.4 0.5 1.1 1.0
Triterpenos 3.5 7.2 5.8 9.0 2.4 4.7 7.1
Acidos grasos y ésteres derivados 135 24.8 20.3 21.4 21.5 18.1 24.2
Ceras 0.8 1.1 0.8 0.9 1.3 1.3 1.7

#Indice de retencién calculado con base en los tiempos de retencion obtenidos en una columna DB-5MS (f.e. Apolar).
* |dentificado por comparacién con los indices de retencion y espectros de masas obtenidos de patrones de referencia certificados.

** Reconocidos tentativamente.
tr: trazas
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Se destacan las diferencias entre los experimentos 1 y 32, pues estos
representaron condiciones que para todos los factores mas importantes fueron
opuestas (Ver Tabla 28). Las concentraciones de componentes de mayor peso
molecular fueron mas abundantes en el extracto 32. Los extractos 19 y 24
exhibieron bajas cantidades de los componentes mas volatiles, debido a que la
combinacion de altas temperaturas en la extraccion y separacion se pudieron
generar perdidas por el venteo.Los componentes mayoritarios en todas las
composiciones mostradas fueron el timol y p-cimeno, cuyas cantidades fueron
desde 8 hasta 20 % y desde 3 hasta el 9 %, respectivamente. En la Tabla 31 se
compara la composicion de los extractos SFE de tomillo de diferentes origenes

geogréaficos.

Las extracciones enunciadas en la tabla anterior fueron llevadas a cabo bajo
presiones entre los 10 y 30MPa; flujos entre 0.2 Kg/h y 4.0 Kg/h y tiempos de
extraccion de 25 hasta 300 min; la temperatura fue la misma en todos los casos,
40 °C, y la cantidad de material vegetal empleada abarcé el rango de 0.55 y 550 g.
Soloen dos de los extractos fue detectado el compuesto timoquinona,un
compuesto que presenta caracteristicas antioxidantes similaresa las del timol
[105,164], del cual deriva su estructura quimica, ademas posee propiedades anti
cancerigenas [105]. No se puede relacionar directamente la composicién con las
condiciones empleadas en las diferentes investigaciones e.g. las extracciones de
Diaz [65] y Grosso [105] se realizaron a 10 MPa, 40 °C y 1.3 kg/h, aun asi hay
claras diferencias en las cantidades relativas de timol y carvacrol, las cuales
pueden ser atribuidas a la diferencia en los tiempos de dinamicos extraccién 25
min y 60 min, respectivamente, y al origen geografico de las plantas o a que son
guimiotipos. La investigacion de Garcia y colaboradores [64] se realizO en un
equipo idéntico al utilizado en la presente investigacién, pero contdé con dos
separadores para fraccionar el extracto por peso molecular y asi obtener los

componentes de interés con bajo contenido de ceras, acidos grasos Y triterpenos.
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Tabla 31.Comparacion de las cantidades relativas de los componentes volatiles y semi-volatiles mayoritarios en los

extractos de tomillo.

Cantidad relativa, %

Compuesto
Zekovic, et.al Garcia, Diaz, et.al Grosso, et.al. Ivanovic, et Este trabajo
(Serbia) et.al(Espafia) (Espaiia) (Espaiia) al(Serbia) (Colombia)
p-Cimeno N.M 1.8 8.5 10.0 N.M. 9.3
Timoquinona N.D. N.D. N.D. 2.6 0.7 1.7
Timol 20.0 77.1 60.9 40.8 42.5 204
Carvacrol 0.5 4.8 8.9 3.1 2.5 4.6
trans-p-Cariofileno 1.0 1.6 0.9 1.1 N.M. 1.6
o-Humuleno N.M. N.M. N.D. 0.1 N.M. 19

N.D. No detectado
N.M. No es mencionado
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4.4.4. Busqueda de los niveles optimos de los factores mas relevantes.
Segun el analisis que se realizo al disefio experimental factorial fraccionado, los
factores que se van a optimizar para obtener mejores respuestas son en orden de
relevancia: temperatura de extraccion, tiempo dinamico, presion de extraccion,
presion de separacion y tiempo estatico. Durante el proceso de optimizacion se
pudo comprobar que la variable presién en el colector, fue dificil de mantener
constante, debido que el venteo se taponaba con CO; sdélido, lo cual, causé que el
colector se sobre presionara. En la Tabla 32 se muestran las 16 corridas
experimentales con los tres observables y la combinaciéon de respuestas que

condiciono el avance del Simplex.

De igual manera que en la optimizacion de los extractos de salvia, el vértice 1 se
fij6 en el valor medio del dominio experimental de cada variable en cuestion. Los
tamanos de paso fueron los siguientes: 8 K, 15 min, 4 MPa, 0.2 MPa y 6 min para
la temperatura de extraccion, tiempo dinamico, presion de extraccion, presion de

separacion y tiempo estatico, respectivamente.

El primer Simplex se calculé aplicando la Ecuacion 10. Para hallar el vértice se
realizd una expansion por 2 con lo cual se obtuvo una respuesta superior a las
anteriores. El vértice 8 fue el producto de una nueva expansién, para hallar el
vértice 9 la expansion se realizé por 3. Con los vértices 10 y 11 se volvié a una
reflexion normal, pero el ultimo resultd en una violacion de los limites de
temperatura de extraccion. El vértice 12 fue una contraccion por 0.5puesto que los
valores de respuesta fueron menores, el 13 una reflexiébn negativa por -0.5 pues
se obtuvo una respuesta mayor que en los dos casos anteriores. Luego el 14, 15y
16 fueron expansion por 2 y contracciones por -2 y -1.5, respectivamente, sin
encontrar respuestas mayores que las del vértice 9. Entonces se decidié detener

la optimizacion y tomar la respuesta de vértice 9 como la mejor.
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Tabla 32. Resultados de la optimizacién mediante la metodologia Simplex para la SFE a partir de tomillo.

- - i i X . o CA™, CTF™, mg de
T retenidos K min wPa wpa min | o pmoldeTrolox  Acidogaiico Respuestar
1 333 75 400 05 150 (1.7 1.39+0.06 51.1+1 63.1
2 340 75 400 05 150( 15 1.47+0.07 64.5+0.9 71.3
3 337 88 400 05 150( 1.7 1.56%0.03 62.4+1 75.9
4 337 793 429 05 150 (1.7 1.73+0.01 67.8+0.5 854
5 337 793 40.7 0.7 150 15 1.482+0.008 60.0+£0.8 75.6
6 1 337 793 40.7 0.6 19.7| 1.1 1.52+0.04 61.7+1 64.9
7 2 23456 346 90.5 426 0.7 178 | 2.0 1.79+0.03 66.9£0.5 88.2
8 3 23,457 345 89.9 425 0.7 16.1| 2.0 1.87+0.03 67.212 90.6
9 4 234,78 353 1003 443 05 182 1.9 1.98+0.04 71.31£2 97.4
10 5 34,789 347 1042 448 05 178| 2.0 1.723+0.009 62.1+0.7 85.2
11 6 4,7,8,9,20 355 90.4 41.7 0.5 16.0 |V.L. V.L. V.L. V.L.
12 7 4,7,8,9,20 350 90.4 417 05 16.0( 2.0 1.54+0.07 61.7+2 80.3
13 8 4,7,8,9,10 348 91.6 426 05 165(1.9 1.67+0.04 65.7+1 84.6
14 9 4,7,8,9,10 341 95.2 451 05 180 1.8 1.53+0.05 53.7+£0.7 70.1
15 10 4,7,8,9,10 337 97.7 46.8 0.4 190 15 1.513+0.06 50.7+2 63.3
16 11 4,7,89,10 332 100.1 486 04 200/( 1.9 1.75+0.04 60.2+2 83.1

*T: Temperatura de extraccién; D: Tiempo dinamico; P: Presion; G: Presidn de separacion; E: Tiempo estéatico

**R: Rendimiento; CA: Capacidad antirradicalaria; CTF: Contenido total de fenoles

**Combinacion lineal Y=(0.3*R)+(0.4*CA)+(0.3*CTF)
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Los experimentos en esta optimizacion no pudieron ser agrupados tan claramente
(como en el caso de salvia) de acuerdo con los rangos de ninguna variable. La
mayor aproximacion la dio la temperatura de extraccidn, pues en términos
generales se puede afirmar que los experimentos en donde las temperaturas
fueron mayores de 345 K, se alcanzaron las mejores respuestas, mientras que con

temperaturas menores de 341 K se obtuvieron las mas bajas.

Si se comparan los valores obtenidos de los tres observables en el disefio
experimental contra los de la optimizacién, en ésta se logré obtener valores
significativamente mas altos para la capacidad antirradicalaria y el contenido de
fenoles, pero sus diferencias no fueron notables como en el caso de salvia. La
capacidad antirradicalaria de los extractos de tomillo al igual que los de salvia, no
mostrd superioridad frente a la del antioxidante de referencia que fue el BHA, mas
aun, mostraron ser muy inferiores: 1.98+0.04 umol de Trolox®/mg de extracto de
tomillo, contra 6.5£0.2umol de Trolox® mg de BHA. En el trabajo Babovic y
colaboradores [57] para alcanzar el 100% de inhibicion del radical DPPH se
necesito del doble de la cantidad de extracto SFE (35 MPa, 373 K, 0.3 kg/h y 249
min) que la del BHA. Dapkevicius y colaboradores [162] también compararon la
capacidad antirradicalaria del extracto SFE (30 MPa, 313 K, 1.3 kg/h, 240 min)
frente al BHT, resultando ser menor en un 37 %. Grosso y colaboradores [105]
demostraron que la capacidad de proteccion del aceite esencial de tomillo no tuvo
ningun efecto en la oxidacién del aceite de girasol comparado con un control,
mientras que el extracto SFE incrementd dicha proteccion en un 30 %. Dos cosas
se deducen de lo dicho anteriormente: (1) Los extractos obtenidos en la presente
investigacibn no muestran la capacidad antirradicalaria esperada y (2) Los
volatiles timol, timoquinona y carvacrol posiblemente no influyeron posivamente en
la capacidad antirradicalaria. En este trabajo no se pudo demostrar la presencia de
flavonoides como apigenina y luteolina, &cidos cinamicos como el caféico, ni
diterpenos fendlicos como el acido carndsico [30,31]. Las condiciones dadas por el

experimento del vértice 9 fueron las mejores para la extraccion SFE a partir de los
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tallos, las hojas e inflorescencias de la especie Thymus vulgaris, las cuales seran

verificadas mas adelante.

4.4.5. Comparacién de la cantidad de voléatiles entre el HS y la fraccion
metandlica de los extractos. Los perfiles cromatograficos obtenidos a partir del
extracto en el vértice 9 se muestran en la Figura 40. Estos perfiles fueron el
resultado de distintas formas de preparacion de la muestra y sistemas
cromatograficos diferentes, lo cual hace que la posicién de los picos y sus areas
cambien significativamente. En las Tablas 33 y 34 se muestran los componentes

reconocidos en cada una de las metodologias de analisis.

El procedimiento de fraccionar el extracto en metanol fue relevante porque los
componentes de esta fracciéon formaron parte de los anadlisis de la capacidad
antirradicalaria y el contenido total de fenoles. El analisis realizado mediante HS-
SPME tiene una importancia practica pues estos componentes seran percibidos
en los productos en donde vayan a ser adicionados los extractos, ademas la
temperatura de exposicion de la fibra fue cercana a la temperatura del cuerpo

humano.

Las cantidades relativas de los principales componentes volatiles e.g. timol y p-
cimeno fueron mayores en el espacio de cabeza, mientras que en el extracto
solubilizado en metanol se detectaron otros componentes como ceras y acidos
grasos, los cuales presentan baja volatilidad. Otra caracteristica es que las
cantidades relativas de algunos compuestos como el p-cimenoen los extractos
obtenidos de los vértices mostrados en la tabla, guardan relacion en las dos
técnicas, e.g. los vértices 1 y 9 presentan las cantidades mas alta y baja para este
componente tanto en la fraccién metandlica como en el HS. En el caso de otros

componentes como el timol esto no se presento.
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Figura 40. Perfiles cromatogréficos de A. Extracto metandlico de volatiles y
semivolatiles obtenido del vértice 9, GC-FID, columna DB-5 (60 m), split 1:30; B.
Volatiles aislados mediante HS-SPME, GC-MS, columna DB-WAX (60 m),

Split(1:30).
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Tabla 33. Reconocimiento, identificacion y cantidades relativas (%) de los principales componentes encontrados en

los extractos SFE de tomillo obtenidos a partir de la optimizacion y sometidos a extraccion con metanol.

a

Cantidad relativa, %to (n=3)

N Pico Compuesto IR Vértice 1 Vértice 4 Vértice 7 Vértice 9 Vértice 14
3 p-Cimeno* 1031 16.8+0.4 11.640.1 7.731£0.04 2.92+0.03 9.84+0.06
6 1,8-Cineol* 1040 1.68+0.05 1.05+0.03 0.83+0.03 0.50+0.03 1.00+0.04
9 Linalol 1101 0.234+0.009 1.21+0.02 0.268+0.007 1.09+0.02 1.11+0.01
12 Borneol 1177 1.54+0.02 1.58+0.04 1.13+0.02 1.57+0.04 1.54+0.05
13 4-Terpineol 1187 0.122+0.006 0.538+0.004 tr° 0.49+0.02 0.45+0.02
14 Eter metilico de timilo 1238 tr° 0.42+0.01 tr° 0.382+0.003 0.42+0.02
15 Timoquinona 1256 1.69+0.03 1.90+0.01 tr° 2.54+0.06 1.48+0.02
17 Timol* 1292 34.1+0.4 30.4£0.2 25.2+0.4 30.3x0.4 28.81£0.2
18 Carvacrol 1303 7.1+0.3 4.57+0.02 4.803+0.008 4.6+0.2 4.4+0.2
20 trans-p-Cariofileno 1442 1.44+0.03 1.72+0.06 1.02+0.02 1.94+0.03 1.50+0.07
19 o-Humuleno* 1456 4.2+0.5 3.440.1 3.6+0.3 2.78+0.05 3.3+0.2
25 Oxido de cariofileno 1609 0.93+0.01 1.08+0.01 0.58+0.04 1.81+0.07 0.95+0.03
26 epi-a-Cadinol 1663 0.57+0.03 0.430+0.003 0.66+0.02 0.56+0.02 0.65+0.05
28 Neofitadieno 1843 0.154+0.007 0.82+0.03 0.95+0.07 0.76+0.07 0.65+0.02
29 Acido n-hexanoico 1961 5.9+0.4 4.03+0.07 7.6+0.3 4.45+0.05 5.70+0.07
30 cis,cis-9,12-Acido octadecanoico 2143 5.81+0.02 4.48+0.06 6.86+0.05 5.59+0.03 7.10+0.01
31 3-Picenona 2235 tr° 1.17+0.06 1.12+0.09 0.72+0.02 0.58+0.06
33 Estigmast-4-en-3-ona 3237 tr° 4.69+0.06 9.0£0.5 2.76x£0.06 4.6+0.1
Compuestos reconocidos e identificados, % 80.0 78.5 71,6 67 76.4
Hidrocarburos monoterpénicos 12.8 8.3 7.4 3.3 8.2
Monoterpenos oxigenados 43.5 37.7 27.0 35.2 33.3
Hidrocarburos sesquiterpénicos 5.9 4.5 5.3 3.9 4.9
Sesquiterpenos oxigenados 1.9 1.9 1.0 11 15
Triterpenos 0 5.8 7.1 4.1 5.7
Acidos grasos y ésteres derivados 14.8 19.3 22.2 18.1 215
Ceras 1.1 1.0 1.6 1.3 1.3

% Indice de retencion calculado con base en los tiempos de retencion obtenidos en una columna DB-5 (f.e. apolar).

bCompuesto detectado a nivel de trazas (<1.0%).)

* |dentificado por comparacién con los indices de retencion y espectros de masas obtenidos de patrones de referencia certificados.

Los compuestos resaltados se especifican en la Figura 39.
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Tabla 34. Reconocimiento, identificacion y cantidades relativas (%) de los principales componentes encontrados en
los extractos SFE de tomillo obtenidos a partir de la optimizacion y monitoreados mediante HS-SPME.

a

Cantidad relativa, %*o (n=3)

N° Pico Compuesto Ir — — — — —
Vértice 1 Vértice 4 Vértice 7 Vértice 9 Vértice 14
6 5-2-Careno 1161 0.55+0.01 0.54+0.05 0.46+0.04 0.25+0.03 0.49+0.02
9 1,8-Cineol* 1212 1.58+0.02 1.43+0.05 1.36x0.05 1.1+0.1 1.5+0.1
10 y-Terpineno 1242 2.37+£0.09 2.3+0.2 2.0£0.2 1.1+0.1 2.5+£0.2
11 p-Cimeno* 1270 30+1 2642 26.3+0.2 11+0.1 24.9+0.8
16 trans-Hidrato de sabineno 1463 0.26+0.02 0.284+0.004 0.24+0.02 0.31+0.06 0.38+0.03
18 Alcanfor 1498 0.61+0.01 0.53+0.02 0.63+0.02 0.77+0.09 0.54+0.02
20 Linalol 1543 2.6x0.08 2.7+0.1 3.08+0.02 3.5#0.3 2.70.1
24 Eter metilico de timilo 1591 2.4+0.1 3.0+0.2 3.9+0.2 3.4+0.1 2.610.1
27 trans-B-Cariofileno 1601 2.75+£0.08 5.2+0.6 3.5+0.3 5.7x0.4 3.71+0.08
30 a-Humuleno* 1674 0.11+0.02 0.23+0.03 0.22+0.02 0.25+0.02 0.17+0.01
33 Borneol 1711 1.60+0.06 1.6+0.1 1.38+0.06 2.7£0.2 1.68+0.05
42 p-Cimen-8-ol+Acetato de timilo 1863 0.29+0.03 0.34+0.03 0.33+0.02 0.57+0.05 0.36+0.05
44 Oxido de carifileno 2008 0.9+0.2 1.5+£0.2 1.78+0.09 2.7£0.2 1.21+0.02
47 epi-a-Cadinol 2122 tr° tr° tr° 0.141+0.009 tr°
49 Timol* 2177 42+1 40+1 41+1 48+1 44+1
51 Carvacrol 2204 4.5+0.08 4.8+0.3 4.440.2 7.6£0.4 4.610.2
54 Sesquiterpeno oxigenado CisH2,0 (N.R.) 2307 0.11+0.01 0.18+0.02 0.190+0.006 0.25+0.02 0.16+0.01
Compuestos reconocidos e identificados, % 97.9 97.5 96.9 97.3 95.2
Hidrocarburos monoterpénicos 34.7 30.4 290.8 28.9 12.4
Monoterpenos oxigenados 59.4 59.1 61.6 62.7 73.8
Hidrocarburos sesquiterpénicos 3.9 8.1 55 5.6 9.0
Sesquiterpenos oxigenados 1.0 1.7 2.1 1.4 3.2

Indice de retencion calculado con base en los tiempos de retencién obtenidos en una columna DB-WAX (f.e. polar).

bCompuesto detectado a nivel de trazas (<1.0%).)

* |dentificado por comparacién con los indices de retencién y espectros de masas obtenidos de patrones de referencia certificados.

Los compuestos resaltados se especifican en la Figura 39.

165



En algunas investigaciones como las de Grosso y colaboradores [105], y Garcia y
colaboradores [64], se realizaron extracciones SFE a partir de T. vulgaris y se
evaluaron distintas condiciones de presion, flujo y temperatura con el objetivo de
buscar extractos ricos en compuestos volatiles y se concluyd que las condiciones
mas adecuadas fueron las de presiones y temperaturas mas bajas (10 MPa y 313
K). En las dos tablas anteriores se comprueba que a condiciones mas bajas de
estas dos variables, es decir las del vértice 1, las cantidades de dichos
componentes fueron las mayores. En la presente investigacion fue deseable que
los extractos tuvieran la menor cantidad de volatiles a expensas de aumentar las
cantidades de componentes de peso molecular mas elevado con actividad y

disminuir la fragancia de los mismos.

En la Figura 41, se muestra un grafico comparativo de las cuantificaciones del
timol y p-cimeno mediante estandarizacion interna. Las cantidades en el espacio
de cabeza resultaron ser menores que en las fracciones de los extractos
fraccionados con metanol, lo cual, pudo ser producto del insuficiente tiempo de
exposicion de la fibra, y de la diferencia entre los sistemas que contenian la matriz
de la curva de calibracion (agua-metanol) y los extractos (agua-demas
componentes del extracto)en el caso del andlisis por HS-SPME. Para el analisis
del HS de los extractos también se empleo la fibora de PDMS/DVB, en la cual,
actia el mecanismo de absorcion por lo cual el equilibrio se alcanza en tiempos

muy prolongados [160].

Se pudo apreciar que en algunos casos las diferencias en las concentraciones no
fueron estadisticamente significativas e.g. Vértices 7, 9 y 14 para el p-cimeno.
También se puede suponer que en la fraccion soluble en metanol se recuperd una
alta cantidad de volatiles, es decir, hubo pequefias perdidas de estos
componentes en el precipitado insoluble, puesto que las cantidades encontradas

mediante esta metodologia son equiparables a las del espacio de cabeza.
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mg/g de extracto

Veértice 1 Vértice 4 Vértice 7 Vértice 9 Vértice 14

® Fraccion Soluble MeOH HS-SPME
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mg/g de extracto
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® Fraccion Soluble MeOH = HS-SPME

Figura 41. Comparacion de la cantidades de A. p-Cimeno; y B. Timol

determinadas mediante dos metodologias diferentes.

4.4.6. Verificacion del vértice 6ptimo. En la Tabla 35 se muestran las
respuestas obtenidas después de comprobar los niveles de las variables del
vértice 9. No se realizo la verificacion del nivel de la presion en el colector por la

fluctuacién de su magnitud en el equipo y su estrecho rango.
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Tabla 35. Resultados de la verificacién del punto éptimo en la SFE de tomillo.

CA, CTF, mg . .,
Cédigo T,K D P, E R, pmol Trolox®'mg A.G./g de Combinacion de
min Mpa min % respuestas
extracto extracto
TVY 345 100.3 443 18.2 | 1.7 1.83+0.06 614+12 83.1
DA 353 1153 443 182 | 21 1.93+0.08 7038 98.3
Dy 353 853 44.3 18.2 | 1.2 1.92+0.04 689+5 83.2
PA 353 100.3 483 18.2 | 1.7 1.81+0.09 6236 83.2
PY 353 100.3 403 182 | 1.4 1.65+0.04 580+11 711
EA 353 100.3 443 242 | 1.8 1.91+0.03 698+5 92.8
EV 353 100.3 443 122 | 15 1.65+0.02 6137 74.9
OPT-I 353 100.3 443 182 | 1.8 1.95+0.06 7208 96.9
OPT-Il 353 100.3 44.3 182 | 1.8 1.91+0.07 712+11 93.7

T: Temperatura de extraccién; D: Tiempo dinamico P: Presion de extraccion; E: Tiempo estatico; R:
Rendimiento; CA: Capacidad antirradicalaria; CTF: Contenido total de fenoles; ¥ y A: Variacién por debajo y
por encima, respectivamente, del valor éptimo del factor.

Cuando se comprobd el valor superior para el tiempo dinAmico se obtuvo una
respuesta mayor que la del 6ptimo debido al aumento del rendimiento de
extraccion, pues la CA y el CTF no sobrepasaron los del 6ptimo; las variaciones
para este factor no fueron significativamente diferentes, es decir que si se
representa en un grafico 2D (Tiempo dinamico Vs. Respuesta), esta variacion no
seria un pico acusado. Para la presion de extraccion y el tiempo estatico cada
variacion resultdé en variaciones significativas de la respuesta, pero no fueron
mayores que las del valor del éptimo. Una vez mas el error entre las réplicas del
Optimo presenta errores aceptables i.e. 96+2; ademas no presenté una variacion
significativa con la variaciéon por encima del tiempo dinamico 98.3. Se concluye por
tanto que los niveles de las variables en el vértice 9 son las que conducen al valor
mas alto de la combinacién lineal de observables. Las réplicas de estas

condiciones también lo demuestran.
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4.4.7. Comparacién de las respuestas del Optimo con las del extracto
etandlico. Se comparé la efectividad del procedimiento de optimizacion SFE
frente a un método tradicional de extraccién y con las respuestas obtenidas se
realizaron las graficas de la Figura 42.
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Figura 42. Comparacion de las respuestas para dos modos de extraccion en
tomillo.

El rendimiento del extracto etandlico no resulté superior al SFE como se esperaba
segun lo experimentado con salvia, ademas no presentd coloracion verdosa, fue
marron. La CA y CTF no se relacionaron, es decir, la respuesta para la CA fue
mayor para el extracto SFE y el CTF para el extracto etandlico. Posiblemente esta
diferencia se debi6 a que algunos componentes presentes en el extracto etandlico
dieron respuesta al ensayo de Folin-Ciocalteu e.g. aminas y sacaridos [112]. Los

resultados obtenidos se relacionan con la investigacion de Daepkevicius y
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colaboradores [162], puesto que el extracto SFE de tomillo obtenido a 30 MPa,
313K y 30 min, resulté con mas actividad que el extracto en solventes polares
(metanol-agua 50:50 a 60 °C). Los autores explican que en el extracto SFE se
aislaron los acidos rosmarinico (baja cantidad) y carnosico (alta cantidad), y los
derivados del dltimo acido (altas cantidades), mientras que en la extraccién con
metanol-agua se recuperd muy baja cantidad de acido carndsico y sus derivados,
y una alta concentracion de acido rosmarinico que no compenso la actividad.
Chizzola y colaboradores [165], concluyeron que los extractos obtenidos a partir
de mezclas de etanol-agua entre 60:40 y 71:25 presentan valores mas altos de
capacidad antirradicalaria que el aceite esencial y los extractos obtenidos de

mezclas de etanol:agua de 96:4.
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5. CONCLUSIONES

» Los tratamientos post-cosecha mas adecuados para conservar la capacidad
antirradicalaria determinada mediante la metodologia ORAC de los extractos
de salvia y tomillo fueron: tamafo de particula de 0.50-1.00 mm y secado en
horno a 40 °C.

» Las variables de la SFE que mas influyeron en la combinacién lineal de
respuestas, segun los graficos probabilidad normal y el analisis de la varianza,
en el caso de salvia fueron: el tiempo dinamico (D), el flujo (F), la presion de
extraccion (P) y la temperatura en el colector (H);en eldel tomillo: la
temperatura de extraccion (T), tiempo dinamico (D), la presion de extraccion
(P), presion en el colector (G) y tiempo estéatico (E). Para la salvia todas las
variables afectaron positivamente la respuesta con la excepcion de H, de otro
lado la Unica variable que en la SFE del tomillo afecté negativamente la

respuesta fue E.

» Las condiciones Optimas para la extraccion con CO; en estado supercritico
gue se determinaron segun la metodologia de optimizacién Simplex fueron:
Salvia: D= 65.6 min, F= 2.80 kg/h, P=47.3 MPa y H= 313 K; Tomillo: T= 353 K,
D= 100.3 min, P= 44.3 MPa, G= 0.5 MPa y E= 18.2 min. Los factores que no
tuvieron una influencia significativa en la respuesta se fijaron en los valores
medios del dominio experimental Con las anteriores condiciones se alcanzaron
rendimientos de 1.7 y 1.9. %, capacidades antirradicalarias de 2.42 y 1.98 umol
de Trolox®/mg de extracto y contenidos de fenoles de 75.3 y 71.3 mgde acido

galico /g de extracto, para salvia y tomillo, respectivamente.

» Se detectaron y cuantificaron tres compuestos (de 11 empleados en el

método cromatografico) antioxidantes en los extractos obtenidos a partir de
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salvia mediante HPLC-DAD, a saber: acido carnésico (ACA= 16.4-57.0 mg/g de
extracto), ursélico (AUR= 46-72.2 mg/g de extracto) y carnosato de metilo
(CME= 41-99 mg/g de extracto). En los extractos de tomillo no fue posible
comprobar la existencia de ninguno de los compuestos utilizados como

referencia.

» En los extractos de salvia la fraccibn metanolica del extracto presentd
cantidades altas de monoterpenos oxigenados (11-22%) y diterpenos (21-
30%). Los componentes mayoritarios fueron 1,8-cineol (5-14%), viridiflorol (7-
14%) y manol (20-30%). Esta misma fraccion del extracto de tomillo se
caracteriz6 por contener monoterpenos oxigenados (27-44%) y acidos grasos y
ésteres derivados (15-22%). Los compuestos mayoritarios fueron p-cimeno (2-
16%), timol (8-34%) y carvacrol (2-7%).

» La composicion del espacio de cabeza de los extractos SFE de salvia se
caracteriz6 por monoterpenos oxigenados (31-47%) y sesquiterpenos
oxigenados (35-49%). Los componentes mayoritarios fueron 1,8-cineol (13-
19%), trans-B-cariofileno (15-23%) y a-humuleno (12-16%). En el tomillo fueron
preponderantes los hidrocarburos monoterpenicos (12-35%) y los
monoterpenos oxigenados (59-74%). Los compuestos mayoritarios fueron los
mismos que para la fraccion metanolica de los extractos SFE, p-cimeno (11-
30%), timol (40-48%) y carvacrol (4-8%).

» Las verificaciones de las condiciones 6ptimas de la extraccion SFE de
salvia y tomillo, ratificaron que los vértices encontrados como los mejores en el
proceso de optimizacion, dieron las respuestas mas altas dentro del dominio
experimental escogido. Estas fueron de 1,9%, 2.47 umol de Trolox® mg de
extracto y 74.7 para la salvia 'y de 1.9 %, 1.98 umol de Trolox®/mg de extracto

y 71.3 mg de acido galico/g de extracto para el tomillo.
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» La comparacién de la combinacién de respuestas entre el extracto de la
maceracion con etanol y el extracto SFE para salviano tuvo diferencias
estadisticamente significativas: 113+10 y 102+2, respectivamente, no ocurrio lo
mismo enlos extractos del tomillo, para la maceracion en etanol 91+1 contra el

Optimo de la extraccion SFE 96+2.
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ANEXOS

ANEXO A. Curvas de calibracién.

ANEXO ALl. Curvas de calibracion de compuestos volatiles mediante GC-FID.

Datos curva de calibracién 1,8-cineol

Concentracién, mg/mL Area, cuentas

0.0232 7.41
0.155 51.78
0.310 124.58
0.465 192.60
0.620 242.61

300

250

200 y = 406,7x - 4,176 /
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Datos curva de calibracion cis-tujona

Concentracién, mg/mL Area, cuentas

0.0181 3.23
0.121 33.33
0.242 82.51
0.363 133.53
0.484 171.84

Area, cuentas

200

180

160

y = 373,0x - 6,742 /

R2=10,996
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e
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Datos curva de calibraciéon a-humuleno

Concentracién, mg/mL Area, cuentas
0.0178 6.31
0.119 49.50
0.238 114.94
0.357 181.34
0.476 227.72

Area, cuentas

250

200

150

100

50

y = 498,0x - 4,344
R2 = 0,996

T T T T
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Datos curva de calibraciéon p-cimeno

Concentracién, mg/mL Area, cuentas
26.12 0.109
90.78 0.357
145.07 0.571
210.26 0.877
250
y = 240,1x + 3,142
200 R2 = 0,997 e
(7]
8 150
GC) [ >
>
(&)
& 100
<
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0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Concentracién, mg/mL
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Datos curva de calibraciéon timol

Concentracion, mg/mL Area, cuentas

0.299 78.87
0.949 260.09
1.634 436.74
2.293 631.89

Area, cuentas

700
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ANEXO A2. Curvas de calibracion de compuestos volatiles mediante HS-
SPME/GC-MSD.

Datos curva de calibracién 1,8-cineol

Masa, mg Area, cuentas
0.0619 4.45E+08
0.155 8.64E+08
0.217 1.09E+09
0.278 1.38E+09

1,60E+09

1,40E+09

y = 4E+09x + 2E+08 /
1,20E+09 R2=0,998 /
1,00E+09

%
o
c /
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2,00E+08
0,00E+00 T . . . : \
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Masa de 1,8-cineol, mg
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Datos curva de calibracion cis-tujona

Masa, mg Area, cuentas
0.0243 4,79E+08
0.0485 6.80E+08
0.121 1.10E+09
0.170 1.40E+09
0.218 1.63E+09

Area, cuentas

1,80E+09
1,60E+09
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Datos curva de calibracion a-humuleno

Masa, mg Area, cuentas
0.00475 5.45E+08
0.0119 1.31E+09
0.0237 2.36E+09
0.0475 4.34E+09

Area, cuentas

5,00E+09
4,50E+09
4,00E+09
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Datos curva de calibracion p-cimeno

Masa, mg Area, cuentas
0.0103 8.80E+08
0.0206 1.21E+09
0.0257 1.33E+09
0.0463 2.03E+09
0.0565 2.35E+09
0.0769 3.11E+09

Area, cuentas
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Datos curva de calibraciéon timol

Masa, mg Area, cuentas
0.081 1.69E+09
0.102 1.82E+09
0.142 2.04E+09
0.183 2.26E+09
0.223 2.53E+09
0.303 3.00E+09

Area, cuentas

3,50E+09
3,30E+09
3,10E+09
2,90E+09
2,70E+09
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2,30E+09
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y = 6E+09x + 1E+09 Pt
R2 = 0,999
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Masa de timol, mg

0,35
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ANEXO A3. Curvas de calibracion de los acidos carnosico y ursélico
mediante HPLC-DAD

Datos curva de calibracion acido carndsico

Concentracion, pg/mL Area, mAU

25 1559

50 3030

150 10132.3

200 14025
1,60E+04
1,40E+04 y=71.37x-397.3
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Datos curva de calibracion acido ursoélico

Concentracion, pg/mL Area, mAU
40 139
100 349
300 809
400 1005
500 1192.8

1400
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1200 RZ=0,993
1000
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-
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600 ‘/////,'
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600
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ANEXO B. Seleccion de recubrimiento de fibra y tiempo de equilibrio para la
extraccion de volatiles mediante HS-SPME. Para la escogencia de la fibra se
empled: Temperatura 40 °C, Tiempo de exposicion 30 min; GC-MS, Columna DB-
5MS (60 m); Desorcion 250 °C (10 min).

Anexo B1. Salvia officinalis.
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ANEXO B2. Thymus vulgaris

Area total, cuentas
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