OBTENCION DEL EXTRACTO DE LA SEMILLA DE AGUACATE Persea
americana Y SU ANALISIS COMO ANTIOXIDANTE NATURAL

JAVIER DARIO GOMEZ RODRIGUEZ

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA
2013



OBTENCION DEL EXTRACTO DE LA SEMILLA DE AGUACATE Persea
americana Y SU ANALISIS COMO ANTIOXIDANTE NATURAL

JAVIER DARIO GOMEZ RODRIGUEZ

Trabajo de grado presentado como requisito parcial para optar al titulo de

Ingeniero Quimico

Directores
Dra. Elena E. Stashenko

Dr. Jairo René Martinez

UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER
FACULTAD DE INGENIERIAS FISICOQUIMICAS
ESCUELA DE INGENIERIA QUIMICA
BUCARAMANGA
2013



DEDICATORIA

A mis padres



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Elena Stashenko y al Dr. Jairo René Martinez por la oportunidad de

hacer parte del centro de investigacion.

A Danielita, Alexis y Gustavo mis comparfieros de carrera, ahora colegas, pero,

ante todo, siempre grandes amigos.

A todos mis comparfieros de ingenieria quimica por todos los momentos vividos

durante estos afios en la escuela.

A mi hermanita Sofi por su apoyo durante toda mi carrera.

A Karen Vannessa por su compafia durante gran parte de mi carrera.

A Mayita y Aleja por su apoyo durante toda esta etapa, sin ellas el desarrollo del

proyecto no hubiera sido el mismo.

A Giohanna que con su apoyo en el laboratorio pude culminar la parte

experimental del proyecto de grado.

A Silvita, Wendy, Roger, Leonardo, Juan Camilo, Cori, Yuri, Jennifer, Silvia
Nathalia, Dianita y Jesica que ademas de ser compaferos de laboratorio se

convirtieron en grandes amigos.



TABLA DE CONTENIDO

Pag
INTRODUGCCION .....c.couiiuiitieteete ettt ettt ettt sttt sttt e e e s eneeneene s 13
1. MARCO TEORICO.......cceeeuiiteeeeeeeee ettt te e sae e enes 15
1.1 AGUACATE (Persea ameriCana)..........c.ccuuuureeeererruiieeereeiineaeeresnnnnseessennnnnnns 15
1.2 EXPANSION DEL AGUACATE EN EL DEPARTAMENTO DE SANTANDER
.......................................................................................................................... 15
1.3 ANTIOXIDANTES SINTETICOS Y DE ORIGEN NATURAL .......ccovvveeeenne.. 16
1.7 EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS, SFE ......ccceceivierieeines 20
1.8 VARIABLES DE EXTRACCION .....ocoviiiiiieeececte e 21
1.8.1 Tamafo de PartiCUlB..........cceeviieieeeeieiei e 21
1.8.2 HUMEAAD. ......ceeeeeie e eaa s 21
1.8.3 Temperatura y PreSION. ......ccceeeuuiieeeeeeiie e e e e et e e e e e e e e e e e eaanas 21
1.8.4 FIUJO A€ SOIVENTE .....uuiiiiii e 22
1.8.5 Tiempo de eXIraCCiON. .......ceeeiiiiii e 22
2. METODOLOGIA ...ttt sttt ans 23
2.1 RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO INICIAL DE LA MATERIA
PRIMA ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 23
2.2 REDUCCION DE TAMARNO DE PARTICULA ......cooiiieiiceeeee e 23
2.3 PRUEBAS DE SECADO ....oooiiiiiiiiiee et 24
2.3.1 Secado al ambiIeNnte. .........cooviiiiiiiiii s 24
ARG IR ST =Tor=To [o I =T o 1 o [0 o (o 1 24
2.5 CONDICIONES DE OPERACION .......coiiiieeiece e 25
2.6 ANALISIS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE ....coovviieieeeeeeceeeeeea 25
2.7 ANALISIS POR HPLC ...ocviiiticitee ettt ene e 27
2.8 PREPARACION SUSTANCIAS DE REFERENCIA. .......cocoovoveeeceeeeee 28
3. RESULTADOS Y ANALISIS ..ottt 29
3.1 RENDIMIENTO .ottt e e e e e e aeeeaeas 29



3.1.1 ANALISIS A& VAIANZA. ... e e 29

3.1.2 ECUACION A€ rEOIESION. ..cceeieiiiiiiieee ettt e e e e e aeenaneaas 30

B L. B VAl ACION. ..o 30

3.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ..oooooeeeeeeeee ettt aa e e 32
3.3 ANALISIS POR HPLC ..o ettt 36
3.4 ANALISIS DE COSTOS ..o ettt 36
4. CONCLUSIONES ..o et 37
5. RECOMENDACIONE S .. ..o oottt ettt e e e 38
BIBLIOGRAFIA . ...coeceeee e ettt 39



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura de un flavonoide
Figura 2. Material antes y después del lavado

Figura 3. Espectrofotémetro Jenway 6305 (Jenway Ltd., Felsted,
Dunmow. U.K)

Figura 4. Cromatografo Agilent Techonologies 1200

Figura 5. Respuesta experimental Vs respuesta calculada con el modelo.

Figura 6. Esquema de reaccion del ABTS" transcurridos 6 minutos

Figura 7. Curva de calibracion del Trolox® por el ensayo de
decoloracion del cation radical ABTS”.

Figura 8. Comparacion de las actividades antioxidantes del extracto de
Persea americana y sustancias de referencia

Pag
19

24

27

28

32

33

34

36



LISTA DE TABLAS

Tabla 1, Comparacion de las propiedades de los fluidos supercriticos

con las de gases y liquidos.

Tabla 2, Valores de comparacion entre los gases utilizados como fluidos

supercriticos.
Tabla 3. Niveles de las variables estudiadas en el disefio experimental.

Tabla 4. Resultados extracciones

Tabla 5. Analisis de varianza para rendimiento.

Tabla 6. % de decadencia en la absorbancia.
Tabla 7. Capacidad de atrapar radicales en sustancias de referencia

Tabla 8. Equivalente en pmol Trolox® /g extracto.

10

Pag

20

21

26

30
31

34
35

36



RESUMEN

TITULO: OBTENCION DEL EXTRACTO DE LA SEMILLA DE AGUACATE
Persea americana Y SU ANALISIS COMO ANTIOXIDANTE
NATURAL*.

AUTOR: Javier Dario Gomez Rodriguez**.

PALABRAS CLAVES: Fluido supercritico, aguacate, HPLC, ABTS, productos
naturales, antioxidantes.

Se llevaron a cabo extracciones empleando CO, en estado supercritico de la semilla de
aguacate, Persea americana, evaluando el efecto de algunos de sus parametros de
extraccion sobre el rendimiento: presion (250 — 400 bar), flujo de CO, (40 — 60 g/min) y
tiempo de extraccién (0,5 — 2 h). Se utilizé6 un disefio experimental 23, centrado en las
caras con triple replica en el punto central, para un total de 17 extracciones. Se determino
gue las variables tiempo y flujo presentan una relacién directa con el rendimiento mientras
que la variable presion presenta una relacion indirecta. El mayor rendimiento se encontr6
a 60 g/min, 2 h, y 250 bar, se realizé6 un ajuste de los datos obtenidos a un modelo de
regresion utilizando un ANOVA para determinar las variables de mayor incidencia en la
respuesta. Se realizdé un proceso de validacion utilizando el método LOO para validar y
hallar el error de prediccion.

Se realizaron graficas de superficie para obtener una respuesta grafica, la capacidad
antioxidante se determino por el método de decoloracion del radical ABTS y se compar6
con sustancias de referencia como la vitamina E, BHA y el BHT. Mediante HPLC se
identificaron como compuestos mayoritarios la naringenina y la pinocembrina de alta
capacidad antirradicalaria reportada.

* Proyecto de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: Elena E.
Stashenko. Codirector: Jairo René Martinez.
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ABSTRACT

TITLE: OBTAINING THE SEED EXTRACT AVOCADO Persea americana
AND ANALYSIS AS A NATURAL ANTIOXIDANT.

AUTHOR: Javier Dario Gomez Rodriguez**.

KEYWORDS: Fluido supercritico, aguacate, HPLC, ABTS, productos naturales,
antioxidantes.

Supercritic CO, from Avocado Seed, Persea Americana was used to make extractions in order to
evalute the effects on its extraction performance paremeters such as the pressure (250-400 bar),
the CO2 flowrate (40-60 g/min) and extraction time (0,5-2h). Central point Triple Replica face
centered experimental Design 2° was used for making 17 extractions. A proportional relation was
found between the variables time and flowrate and the performance percentage while an inversely
proportional relation was found between pressure and performance percentage. The highest
performance percentage was found at 60 g/min, 2 h and 250 bar, the results were adjusted using a
regression model ANOVA in order to determinate which variable have more incidence on the
response. LOO method was used as validation process in order to validate the results and calculate
the error on the prediction.

Surface graphics were developed in order to obtain a response graphic, also the antioxidant
capacity was determinated by the radical decoloration method ABTS and was compared with
reference substances such as Vitamin E, BHA and BHT. HPCL was used to indentifiy prominent
compounds such as naringenin and high antiradical capacity reported pinocembrin.

* Graduation Projecto
** Physicochemical Faculty of Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Elena E. Stashenko.
Codirector: Jairo René Martinez
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INTRODUCCION

El cuerpo humano estd conformado por billones de células, las cuales se
enfrentan constantemente a diferentes tipos de amenazas, tales como: la falta de
alimento, la infeccion con virus, entre otras; sin embargo, otra amenaza constante
se origina en ciertas especies quimicas llamadas radicales libres (RL), las cuales
son capaces de dafiar las células y el material genético. El cuerpo genera estos
radicales, como subproducto de convertir los alimentos en energia, se encuentran
en los alimentos y en el aire, y se generan por la accion de la luz solar sobre la

piel y los ojos [1].

Los RL tienden a robar los electrones de otras sustancias que se encuentren
cerca, hecho que altera a la sustancia perdedora o donadora del electrén en su
estructura o funcién. El cuerpo humano fabrica, por si mismo, gran cantidad de
moléculas que aminoran el efecto de estos RL. Sin embargo, esto no es suficiente
y en la actualidad existen sustancias antioxidantes con actividad antirradicalaria
(AA) de origen sintético como el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno
(BHT), los cuales se utilizan en las industrias de cosméticos, alimenticia,

farmacoldgica, entre otras [2].

Sin embargo, el BHA y el BHT pueden llegar a producir reacciones alérgicas en la
piel [3]. La International Agency for Research on Cancer, IARC, realizd un estudio
en ratas y hamsteres administrando BHA en sus dietas, lo que dio como resultado
la aparicion de células cancerigenas y disfuncion hormonal [4]. Con base en esto,
los gobiernos de diferentes partes del mundo han impuesto restricciones en su
uso, como es el caso de Canada donde el BHA se considera de “Alto riesgo en la
salud humana” y el BHT de “moderado riesgo en la salud humana” [2]; en la Unién
Europea, se prohibio el uso de BHA en fragancias y cosméticos, y en el estado de
California, en EE.UU., se requiere que los productos que contengan BHA, lleven
un sello de peligro notificando al consumidor que este ingrediente puede producir
cancer [2].
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Por lo anterior en las Ultimas décadas se ha incrementado la necesidad de utilizar
antioxidantes de origen natural [5], dando lugar a estudios sobre las diferentes
formas de extraccion de estos, ya que se requieren, libres de solventes, y que su

obtencién sea econdémicamente viable.

Recientemente, Proexport, agencia gubernamental encargada de la promocién de
exportaciones no tradicionales de Colombia, ha realizado estudios en sectores de
la industria: ingredientes naturales para cosmeéticos y farmacéuticos, mostrando un
gran crecimiento en los Ultimos afios y con grandes proyecciones para un corto y

mediano plazo [8].

Una de las formas de obtencién de los antioxidantes naturales presentes en gran
variedad de frutos, semillas, raices y hojas, es mediante la técnica de extraccion
con fluido supercritico (SFE, por sus siglas en inglés) [6], debido a que el extracto
resultante se colecta libre de residuos de solvente, no tiene restricciones
medioambientales, ni problemas de regulacion en la salud publica. Para el
presente trabajo de grado, se utiliz6 CO, como disolvente, aprovechando su bajo
costo, no inflamabilidad y la facilidad que presenta para ser eliminado del extracto,
con solo llevarlo a condiciones de temperatura y presibn ambientales. Ademas de
esto, las condiciones supercriticas del CO, se encuentran a temperaturas
cercanas a las ambientales, lo que evita una posible degradaciéon térmica de los

compuestos termolabiles de interés.

En este trabajo se estudié la combinacion de los parametros de operacion de la
extraccion de la semilla de aguacate, Persea americana, utilizando (CO;) como
disolvente. El material vegetal provino del municipio de EI Carmen de Chucuri, el
cual esta ubicado a 178 km del casco urbano de la ciudad de Bucaramanga,
departamento de Santander [7]. Se encontrd, ademas, una ecuacion de regresion

que relaciona las principales variables que intervienen en el proceso.

14



1. MARCO TEORICO
1.1 AGUACATE (Persea americana)

El aguacate es una especie arbérea polimorfica que, al parecer, se originé en una
amplia area geogréfica que se extiende desde el este y el altiplano central de
México, a través de Guatemala, hasta la costa del Pacifico de América Central.

La evidencia arqueoldgica indica que este cultivo se ha utilizado y seleccionado
en México durante un periodo de 10.000 afos. Las semillas que se han
encontrado en las bases del valle de Tehuacan, estado de Puebla, demuestran
que habia una seleccién progresiva por mayor tamafio de los frutos, como lo
indica el aumento del tamafio de las semillas descubiertas posteriormente v,

presumiblemente, también para otras cualidades deseadas|[9].

El fruto, de consistencia cremosa, tiene un alto contenido de nutrientes y es rico en
vitamina E, acidos grasos esenciales y proteinas que se digieren de manera facil
sin contribuir negativamente en el colesterol. La semilla de aguacate tiene el 70%
de los antioxidantes que se encuentran en todo el fruto; contiene flavonol que
impide el crecimiento de los tumores, estimula el sistema inmunoldgico e impide

contraer enfermedades debilitantes [29].
1.2 EXPANSION DEL AGUACATE EN EL DEPARTAMENTO DE SANTANDER

La expansion del cultivo de aguacate en el departamento de Santander, Colombia,
se ha llevado a cabo, principalmente, en el municipio de El Carmen de Chucuri, el

cual se ubica al suroriente de Bucaramanga, a unos 178 km [7].

Este es un municipio que desde sus inicios, dadas sus condiciones geogréficas y
climatolégicas, ha desarrollado cultivos de cacao, Theobroma cacao,
convirtiéndose éste en el principal producto de la region [7]. Para optimizar su

produccion, esta planta debe crecer a la sombra; por ello, se opté por utilizar
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arboles de aguacate, ya que estos proporcionan una sombra aceptable, ademas

gue se convierten en una nueva fuente de ingreso para los cultivadores.

Por las razones anteriores, los cultivos de aguacate se encuentran dispersos entre
los cultivos de cacao, sin una tecnificacién aceptable. Lo anterior se convierte en
la razén principal, por la cual el cultivador, en el momento de la cosecha de
aguacate, presenta grandes pérdidas, a las cuales es necesario afiadir aquellos
frutos que no cumplen con los estandares exigidos para su comercializacion, son
desechados y desperdiciados por los mismos agricultores. Segun una entrevista
realizada, con los cultivadores de la regién, la pérdida estimada resulta cercana al

30% del total de la cosecha.
1.3 ANTIOXIDANTES SINTETICOS Y DE ORIGEN NATURAL

Los antioxidantes son moléculas que, cuando estan en baja concentracion, en
relacion con un sustrato oxidable, inhiben la oxidacion, que es la reaccién quimica
de transferencia de electrones o hidrégenos hacia un agente oxidante. La reaccién
de oxidacién puede producir RL, los cuales inician cambios en las reacciones
normales de las células llegando a producir muerte celular. Los principales
antioxidantes utilizados actualmente son de origen sintético como es el caso del
BHT, procedente de la industria petrolera, y el BHA, ambos con consecuencias
negativas para la salud [4]. Los antioxidantes naturales son, en su mayoria,
compuestos polifenoles extraidos de plantas o tejido animal, razén por la cual
presentan baja toxicidad a los humanos [10], con la desventaja de encontrarse en
bajas concentraciones en comparacion con el sustrato oxidable, lo que hace

necesario el desarrollo y optimizacion de las técnicas de extraccion.
1.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIRRADICALARIA

Un método para la evaluacion de la actividad antioxidante es mediante un ensayo
de decoloracion aplicable a antioxidantes lipofilos e hidroéfilos, incluyendo
flavonoides y carotenoides, basado en la medida de la reaccién con radicales,
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tales como el 2,2’ azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-4cido sulfénico), ABTS. La unidad
de medida o comparativa es el factor Trolox® o TEAC (Trolox® Equivalent

Antioxidant Capacity).

El ABTS es un compuesto cromoforo de color azul verdoso con un maximo de
absorbancia registrado a 432 nm. Una vez generado el radical ABTS", mediante la
adicion de persulfato de potasio (K;S,0g), su maximo de absorbancia es en 734
nm [11]. El radical ABTS® es mas indicado para ensayos de compuestos
coloreados por presentar absorcion maxima proxima a la region infrarroja
reduciendo posibilidades de interferencias de compuestos coloreados que
absorben en la region del visible o compuestos resultantes de reaccion secundaria
[12].

La captura del catidon-radical por parte de la sustancia antioxidante se ve reflejada
en la disminucion en la absorbancia una vez han transcurrido 6 min después de
afiadir la sustancia antioxidante al cation radical ABTS" [11], representado en el

Esquema 1 [13].

Esquema 1. Reaccion entre el cation-radical ABTS" y un antioxidante
ABTS" +PhOH «—»ABTS + PhO" + H"

1.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

La cromatografia liquida de alta eficiencia, HPLC, presenta la ventaja de permitir
el andlisis de gran variedad de moléculas en particular aquellas con alto peso
molecular como los compuestos fendlicos, dificiles de separar o no analizables por
cromatografia de gases, convirtiéendose asi en una poderosa herramienta en un

laboratorio analitico.

Los gradientes de elucion se realizan con sistemas binarios de disolventes, tales
como: soluciones acuosas acidificadas con acidos acético, trifluoroacético,
perclorico, o-fosforico o formico, con un buffer, acetato o formiato en agua [14,15].
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Los sistemas de deteccibn mas empleados son: UV-Vis, detector con arreglo de
diodos (DAD) y MS. Los compuestos fendlicos, absorben luz ultravioleta gracias al
anillo aromatico que contienen [16]. En el caso de los flavonoides se presenta el
primer maximo entre 240-285 nm, debido al anillo A y, el segundo maximo, se
presenta en el rango de 300-350 nm, debido al anillo C [14].

Figura 1. Estructura de un flavonoide.

Fuente: Pérez G. Los flavonoides: antioxidante o prooxidante.
1.6 FLUIDOS EN ESTADO SUPERCRITICO

En los dltimos afos, se han desarrollado nuevas técnicas para la extraccion de
solutos de matrices sélidas, con el objeto de disminuir el consumo de solvente,
mejorar la calidad del extracto, acortar el tiempo de extraccién y aumentar el

rendimiento; entre estas se encuentra la extraccion con fluidos supercriticos [17].

El estado supercritico, como se muestra en el ANEXO B, para un sistema de un
componente, es la region en la cual el fluido alcanza una temperatura critica, T, a
partir de la cual ya no puede ser licuado, independiente del aumento de la presion.
Si se observa que una muestra, alcanza el punto critico, el menisco de la interface

liquido-gas desaparece y no se presenta distincion entre las dos fases.

Un fluido, en estado supercritico, logra obtener un alto coeficiente de difusividad y

una viscosidad mas baja que la de los liquidos (Véase Tabla 1), permitiendo asi,

una mejor penetracion en matrices solidas y el aumento de la solubilidad de los
18



componentes quimicos de interés, durante los procesos de extraccion [18]. Entre
los disolventes utilizados como fluidos supercriticos se encuentra el CO,, que se
destaca por su facil accesibilidad, economia, baja toxicidad, ser inerte
quimicamente, no ser inflamable y poseer una presion y temperatura criticas

relativamente bajas (Véase Tabla 2).

El amplio rango de densidades, que pueden adoptar los fluidos en estado
supercritico, se debe a que pequefios cambios en la presion y temperatura

producen, como respuesta, grandes cambios en la densidad.

La conductividad térmica es relativamente alta en estado supercritico, y tiene
valores muy grandes en las cercanias al punto critico porque alli, en principio, la

capacidad calorifica tiende a infinito [19].

Tabla 1. Comparacion de las propiedades de los fluidos supercriticos con las de

gases y liquidos.

Propiedad Gas (T y P estandares) Fluido Liguido
Densidad, g/cm?® (0,6-2) x 10° 0,2-0,5 0,6 -2
Coeficiente de difusién, cm?/s (1-4)x10" 10°%-10"  (0,2-2)x10°
Viscosidad, g cm™s™ (1-3)x10* (1-3)x10*  (0,2-3)x10%

Fuente: Principios de Analisis Instrumental, Douglas A. Skoog, Stanley R. Crouch. 2008,
P. 857.
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Tabla 2, Valores de comparacion entre los gases utilizados como fluidos

supercriticos.

Fluido Temperatura Presion Densidad en el Densidad a 400
critica °C critica, atm punto critico, g/mL atm, g /mL
CO, 31,3 72,9 0,47 0,96
N,O 36,5 71,7 0,45 0,94
NH; 132,5 112,5 0,24 0,40
n- 152,0 37,5 0,23 0,50

Fuente: Mathenson Gas Data Book Y CRC Handbook of Chemistry and Physics, M.L. Lee
y K.E. Markides. Science. 1987, P. 1345

1.7 EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS, SFE

Los andlisis de materiales complejos requieren con frecuencia, como paso previo,
la separacion del analito, o analitos, de la matriz en que se encuentra la muestra.
Dicho proceso es uno de los principales usos de los fluidos supercriticos, ya que
es necesario que la separacion del analito sea rapida, sencilla y econémica. Entre
los procesos mas comunmente utilizados, se encuentra la extraccién con
solventes liquidos, extraccion Soxhlet, pero, a menudo, las extracciones con

liquidos no poseen las caracteristicas ideales que ya se mencionaron.
Algunas de las ventajas de SFE son:

- La velocidad de transferencia de masa entre la matriz de una muestra, y un
fluido de extraccién, esta dada por la velocidad de difusion de la especie en el

fluido y la viscosidad de este, ambas variables favorables en sistemas SFE.

- La capacidad disolvente de un fluido supercritico es facilmente modificable

mediante cambios en la presion y en menor medida, de la temperatura [17].
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- La mayoria de los fluidos supercriticos son gases a temperatura ambiente, lo que

facilita su eliminacioén del extracto [17, 18, 20].
1.8 VARIABLES DE EXTRACCION

Las variables que controlan el proceso de extraccion SFE, pueden ser modificadas
con el fin de mejorar la eficacia, selectividad de la extraccion, aumentar la

velocidad de extraccion y el nivel maximo de analito extraido [21].

1.8.1 Tamafo de particula. Un menor tamafo de particula aumenta el area de
transferencia entre la matriz y el solvente, lo que favorece los fendmenos de
transferencia de masa y permite mayores rendimientos [21]; lo anterior hace
conveniente, para el proceso de extraccion, una disminucion previa del tamafio de

particula.

1.8.2 Humedad. En el momento de la preparacion de la matriz, es necesario
eliminar el contenido de agua para obtener un extracto libre de humedad. Ademas,
el agua tiene una solubilidad aproximada de 0,3% en CO, en estado supercritico,
lo que puede ser un inconveniente para sustancias apolares, al actuar como una
barrera en la transferencia de masa, pero, una ventaja en sustancias polares al

favorecer la polaridad del fluido [22].

1.8.3 Temperatura y presion. Una propiedad importante de los fluidos
supercriticos es que, a diferencia de lo que ocurre con los liquidos, su densidad
esta estrechamente relacionada con la presion y, en una menor medida, con la
temperatura. A una temperatura constante, la densidad de un fluido supercritico
aumenta al aumentar la presion, mientras que, a presion constante, la densidad
disminuye al aumentar la temperatura (Ver ANEXO C). Esta propiedad, ligada al
hecho de que el poder disolvente de un fluido supercritico es directamente
proporcional a su densidad, hace posible que la capacidad de solvatacion de un

determinado fluido supercritico sobre un compuesto de interés pueda ser
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facilmente manipulable mediante cambios en la presion y la temperatura [23]. El
parametro de solubilidad (&) se puede correlacionar con la presion critica de un

fluido segun la Ecuacion 1:

1
§=125P; (pr—"g) Ecuacioén 1.

Pr,j
Ecuacion 1: Relacién entre el parametro de solubilidad y la presion critica

Donde:

P¢. Presion critica del fluido,

prg: Densidad reducida del gas, y
pr: Densidad del liquido.

Se evidencia que un aumento de la densidad provoca un aumento en el parametro
de solubilidad, aunque ello puede significar una disminucién en la selectividad del

proceso de extraccion.

1.8.4 Flujo de solvente. Al aplicar flujos altos, se presenta el inconveniente de
insaturacion del solvente, lo que lleva a un gasto innecesario del fluido, lo que
genera un aumento en los costos, ademas de disminuir los rendimientos en las
extracciones. Por el contrario, caudales muy bajos producen una saturacion
inmediata del solvente, disminuyendo su capacidad de extraccién, lo que

ocasiona, por consiguiente, la necesidad de mayores tiempos de extraccion [21].

1.8.5 Tiempo de extraccién. Para tiempos de extraccion altos, superiores a dos
horas, se presenta un aumento poco considerable en el rendimiento de la
extraccion en semillas oleaginosas [27], lo que no justifica el consumo extra de

CO. y energia en equipos.
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2. METODOLOGIA

2.1 RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO INICIAL DE LA MATERIA
PRIMA

Las semillas de aguacate fueron recolectadas en la fabrica de empanadas
vallunas El Machetazo, de la ciudad de Bucaramanga, Santander. Alli, los frutos
son traidos, desde ElI Carmen de Chucuri, y destinados a la produccion de
guacamole, dejando las semillas como producto de desecho. Se recolecto el
material vegetal, y se sometié a un lavado exhaustivo con el objetivo de eliminar
cualquier tipo de contaminacion que pudiera llegar a presentar interferencia en

los resultados (Véase Figura 2).
2.2 REDUCCION DE TAMANO DE PARTICULA

Posteriormente, se realizé una reduccion de tamafio, dado que, a menor tamafio
de particula, el &rea de contacto aumenta, favoreciendo la transferencia de masa
entre la matriz vegetal y el solvente [21]. La reduccion de tamafio se realizé en un
picatodo Oster® modelo: 6004, con cuchillas en acero inoxidable, acoplado a una
licuadora Osterizer® modelo: 4655 (Ver ANEXO D).

Figura 2. Material antes y después del lavado. Fotografia tomada por el autor. Lugar:
CENIVAM, UIS. Fecha: septiembre de 2012.

Material después del lavado

Fuente: Fotografias tomadas por el autor.
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2.3 PRUEBAS DE SECADO

Se plantearon dos métodos de secado y se analizaron parametros de tiempo,
calidad del material y costo. Con base en estos criterios se determind el método a

emplear.

2.3.1 Secado al ambiente. Se realiz6 de dos formas, colocando el material
vegetal en estado fresco sin modificacion alguna, y por otro lado, realizando un
picado previo. El procedimiento se llevé a cabo en el Complejo Agroindustrial
Piloto CENIVAM, vivero niumero 2, donde se monitored la pérdida de humedad
hasta encontrar un peso constante (Ver Anexo E). Este método no requiere
gastos energéticos, pero produjo un deterioro en la calidad del material. Debido a
largos tiempos de secado se observa la aparicion de hongos del tipo Geotrichum
sp (Ver Anexo F), los cuales pueden causar infecciones secundarias asociadas

con la tuberculosis [24].

2.3.2 Secado en horno Se desarroll6 primero un secado con una muestra del
material previamente triturado, en un horno de bandejas (INDUMEGAS,
Bucaramanga, Colombia) para calcular el tiempo de secado, a una temperatura de
40°C, Anexo E.

2.4 EXTRACCION CON CO, SUPERCRITICO

Se utilizd un equipo de extraccién con fluido supercritico Thar SFE-2000-2-FMC50
(Thar Instruments, Inc., Pittsburgh, PA, EE.UU.), equipado con un portamuestras
en acero inoxidable con capacidad para 2 litros. Debido a la reducida cantidad de
material vegetal disponible, se cargo el 70% del cilindro con esferas de vidrio, de
diametro aproximado de 1 cm vy, el 30% restante, con el material, separados por
una malla en acero inoxidable y un filtro de papel de arroz, con el propdsito de
mantener una densidad de carga constante de 100 gramos/litro para cada uno de
los experimentos. El equipo también cuenta con un sistema de separacion y

coleccion de los extractos, tipo ciclon, con capacidad para 0,5 L, regulador
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automatico de presion, bomba de alta presién P-200A (Thar instruments, Inc.,
Pittsburgh, PA, EE.UU.), para el CO,, y un medidor de flujo Sitrans FC Massflow
tipo MASS 6000 (Siemens AG, Berlin, Alemania).

2.5 CONDICIONES DE OPERACION

La obtencién de extractos a partir de semillas oleaginosas se ha estudiado desde
1980. Estas investigaciones se han llevado a cabo con CO, supercritico, a

temperaturas de 40 y 80 °C y presiones desde 50 hasta 600 bar [25].

En la determinacion de los parametros de extraccién se tuvieron en cuenta dos
factores: las limitaciones de operacion del equipo de extraccion y las operaciones
reportadas para sistemas de extraccion de semillas de tipo oleaginosas [25]. Con

base en estos limites se tomaron los parametros mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Niveles de las variables estudiadas en el disefio experimental.

Variable F (g/min) t (min) P (bar)
Punto minimo 40 30 250
Punto medio 50 75 315
Punto maximo 60 120 400

Con el fin de intentar establecer la relacion causa-efecto que se presenta entre las
variables, flujo (F), presion (P) y tiempo (t), con el rendimiento como variable de
respuesta, se planted un disefio experimental 2° més estrella (Ver Anexo G), con
tres repeticiones en el punto central, con todos los niveles en su valor intermedio,

para tener una estimacion del error experimental.
2.6 ANALISIS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Se realizé la medicién de la capacidad antirradicalaria de los extractos obtenidos
utilizando el ensayo de decoloracion del cation-radical ABTS" [11]. Se tomo ABTS
(10 mg), se disolvié en agua grado HPLC (5 mL) y posteriormente se agrego
persulfato de potasio (2 mg). La solucion se dejo reaccionar por 24 horas, a

temperatura ambiente, aislada de la luz [26]. Seguidamente se tomo una alicuota
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de 45 pL y se diluyé en 3 mL de etanol, para lograr una absorbancia de 0.7+£0.5 a
734 nm [15, 26].

Para tener una validez en los datos se debe presentar una disminucion en la
absorbancia de por lo menos un 15% [15], la cual se obtuvo con una
concentraciéon de 20% del extracto usando etanol como solvente. Se hicieron
mediciones con concentraciones de 20% y 30% y se midio la disminucion en la
absorbancia seis minutos después de la adicion de una alicuota de 30 pL de la
solucion del extracto, a 3 mL de la solucién del catién-radical ABTS™; los ensayos
fueron realizados por triplicado.

Los valores de la capacidad antioxidante de los extractos se expresaron como
pmol Trolox®/ g muestra. Estos valores se calcularon como la relacion entre las
pendientes de las gréficas de inhibicion (%) versus la concentracion del

antioxidante evaluado y el estandar Trolox®.

Los datos fueron obtenidos en un espectrofotdmetro Jenway 6305 (Jenway Ltd.,
Felsted, Dunmow, U.K.), utilizando celdas desechables de 1 x 1 x 4.5 cm (Veéase

Figura 3).

Figura 3. Espectrofotometro Jenway 6305 (Jenway Ltd., Felsted, Dunmow, U.K.).
Fotografia tomada por el autor. Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: enero de 2012

Fuente: Fotografia tomada por el autor.
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2.7 ANALISIS POR HPLC

El analisis cromatografico se realizé en un cromatografo Agilent Techologies 1200,
con bomba cuaternaria Agilent Technologies G1354A, un inyector automéatico y un
detector UV-Vis de arreglo de diodos (DAD) G1315B (Véase Figura 4).

Figura 4. Cromatégrafo Agilent Technologies 1200, con bomba cuaternaria Agilent
Technologies G1354A, equipado con inyector automatico y acoplado a un detector UV-Vis
de arreglo de diodos (DAD) G1315B. Fotografia tomada por el autor CENIVAM. UIS.
Fecha: febrero de 2013.

Fuente: Fotografia tomada por el autor.

La separacion de los compuestos se realiz6 en una columna apolar Kinetex C18
(4.6 mm x 100 mm, 2.5 um). El procesamiento de los datos se realizé a traves del

software Agilent Techonologies ChemStation, Version B.04.02 (SP1).

La fase movil consistié en acido acético, al 0.3%, y acetonitrilo. La temperatura de
la columna fue de 35°C, con un flujo volumétrico de 1 mL/min, y un volumen de

inyeccion de 10 pL. Los cromatogramas se registraron a 210 nm.

La identificacion de los compuestos de los extractos, se llevo a cabo comparando
sus tiempos de retencion (t;), y los espectros UV-Vis, con los de una mezcla de

sustancias de referencia certificadas.
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2.8 PREPARACION SUSTANCIAS DE REFERENCIA.

Las sustancias de referencia certificadas catalogadas como antioxidantes fueron:
quercetina, apigenina, kaempferol, luteolina, naringenina, pinocembrina, acidos
carndsico, rosmarinico, ursolico, caféico, p-cumarico; acidos fendlicos (vanilico,
ferulico, cinAmico, galico, p-hidroxibenzoico); y catequinas (-)-epigalocatequina
(EGC), (+-)-catequina (C), (-)-epigalocatequina galato (EGCG), (-)-epicatequina
(EC), (-)-epicatequina galato (ECG).
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

Luego del secado y triturado, el tamafio de particula presentd la siguiente
distribucion: <0,149 mm (11,2 %), 0,149-0,180 mm (37,8%), 0,180-0,297 mm
(36,4%), >0,297 mm (14,6%). Esta distribucion de tamafio, donde solo el 14,6%
presenta un diametro superior a 0,297 mm, garantiza un area que favorece los

fendmenos de transferencia de masa.

3.1 RENDIMIENTO

3.1.1 Andlisis de varianza. Los datos de rendimiento obtenido en cada uno de los
experimentos del disefio experimental se muestran en la Tabla 4. En la Tabla 5,
se muestra el analisis de varianza, el cual permitid, con base en el valor F umbral,
determinar las variables que tuvieron incidencia significativa sobre el modelo, con

un nivel de confianza del 95%.

Tabla 4. Resultados extracciones

# Presion Flujo Tiempo %
Experimento MPa Kg/hora Horas Rendimiento
1 25,0 2,4 0,50 0,43
2 40,0 2,4 0,50 0,52
3 25,0 3,6 0,50 0,72
4 40,0 3,6 0,50 0,59
5 25,0 2,4 2,00 0,74
6 40,0 2,4 2,00 0,64
7 25,0 3,6 2,00 0,94
8 40,0 3,6 2,00 0,81
9 25,0 3,0 1,25 0,91
10 40,0 3,0 1,25 0,64
11 31,5 2,4 1,25 0,62
12 315 3,6 1,25 0,77
13 31,5 3,0 0,50 0,70
14 315 3,0 2,00 0,75
15 31,5 3,0 1,25 0,85
16 315 3,0 1,25 0,82
17 31,5 3,0 1,25 0,79
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Tabla 5. Analisis de Varianza para Rendimiento.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Valor F Valor-P
A:Flujo 0,0759382 1 0,0759382 13,23 0,0083
B:Presién 0,02916 1 0,02916 5,08 0,0589
C:Tiempo 0,0835173 1 0,0835173 14,55 0,0066
AA 0,0163712 1 0,0163712 2,85 0,1351
AB 0,00757042 1 0,00757042 1,32 0,2886
AC 0,0000125 1 0,0000125 0,00 0,9641
BB 0,00021748 1 0,00021748 0,04 0,8512
BC 0,00369061 1 0,00369061 0,64 0,4491
CcC 0,00621653 1 0,00621653 1,08 0,3327
Error total 0,0401907 7 0,00574153

Total 0,2924 16 Valor F

Umbral: 0,733

3.1.2 Ecuacién de regresion. El modelo obtenido se muestra en la Ecuacion 2,
donde se determinaron como variables de incidencia: tiempo (t), flujo (F), presién
(P), y los efectos: t*t, F*F, F*P.

Rendimiento:.23742 + (1,61902 * F) + (0,0133145 * P) + (0,323184 * t) — (208657 * F2) —
(0,00682389 * F * P) — (0,080207 x t2) Ecuacién 2.

R?=84,9141 %

R? ajustada = 75,8625 %

3.1.3 Validacidn. Se desarroll6 una validacion cruzada donde se repite y calcula la
media aritmética obtenida de las medidas de evaluaciéon, combinando los valores

de los coeficientes, escogiendo el de mejor R2adj, obteniendo la Ecuacién 3.

30



Rendimiento: —3,174 + (2,305 = F) + (0,013 = P) + (0,180 * t) — (0,015 * t?) —
(0,323 x F?) — (0,007 * F * P) Ecuacién 3

R? = 89,78 %
R? ajustada = 80,84 %
Error de prediccion: 0,041

Con la Ecuacion 3, se realiz6 una comparacion entre el rendimiento calculado con
el modelo y el rendimiento experimental (Véase Figura 5), y se realizaron unas
superficies de respuesta del rendimiento en funcién de las variables F, Py t (Ver
ANEXO H), en las cuales se muestra la tendencia lineal, mostrando una buena
aproximacion del modelo, a los datos experimentales. EIl experimento que tuvo
mejor rendimiento fue el niumero 7, el cual se realizé a un flujo de 60 g/min, lo que
incrementd el contacto con el material vegetal, permitiendo un mayor arrastre del
extracto; un tiempo de extraccion de 120 min, tiempo suficiente para obtener gran
cantidad de extracto, y a una presion de 25 MPa, por lo que se disminuyo la
densidad y, por ende, la capacidad solvatante; esto mostré que a presiones bajas
dentro del estado supercritico, se logra la mejor extraccién, y a presiones altas, a
pesar de tener mayor poder de solvatacion, no se obtienen grandes rendimientos,

Figura 5. Respuesta experimental Vs respuesta calculada con el modelo.
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3.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante de los extractos de Persea americana, se determino
utilizando el método descrito en la seccion 2.6, donde se tomo una alicuota de 45
pL de una solucion de ABTS (10 mg) y persulfato de potasio (2 mg), disueltos en
agua grado HPLC (5 mL), disuelta en 3 mL de etanol. La decadencia en la
absorbancia se vio reflejada en un cambio en la coloracion después de

transcurridos 6 minutos.

Figura 6. Esquema de reaccién del ABTS" transcurridos 6 minutos.

“:> Senial fotométrica

Antioxidante

Fuente: Fotografia tomada por el autor

La disminuciéon en la absorbancia, en cada uno de los extractos, se midié por
triplicado, y su promedio se encuentra registrado en la Tabla 6. Para la realizacion
de la curva de calibracion del Trolox®, se tomaron mediciones a diferentes
concentraciones; en la Figura 7 se observa el porcentaje de inhibicién de la
absorbancia exhibida por el cation-radical ABTS", en presencia del antioxidante
Trolox®. El cation-radical residual se cuantific6 espectrofotométricamente en un
periodo de 6 min, en el que la disminucion en la concentracién es funcion del
tiempo y se produce por la oxidacién del Trolox®, del cual se tomaron
concentraciones entre 2-20 uM. La decoloracion del cation-radical ABTS" se
calculd respecto a la reactividad del Trolox®, permitiendo obtener la curva de
calibracion. Se realizé una aproximacion lineal (Véase Ecuacion 4), para la que se
obtuvo un R? de 0,9802.
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Figura 7. Curva de calibracion del Trolox® por el ensayo de decoloracién del catién
radical ABTS".
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Tabla 6. % de decadencia en la absorbancia.

Numero de % de decadencia en % de decadencia en la
extraccion la absorbancia 20% absorbancia 30% de extracto
de extracto en etanol en etanol
1 19,09 27,11
2 22,26 28,24
3 40,07 47,09
4 24,24 26,99
5 12,01 19,43
6 23,10 32,87
7 28,77 31,41
8 26,20 28,41
9 19,64 24,96
10 17,70 25,69
11 22,44 29,58
12 22,23 30,66
13 14,55 21,96
14 17,47 17,79
15 15,92 22,04
16 25,58 32,05
17 25,03 33,15
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y = 2,645 x + 5,724 Ecuacion 4

Se realiz6 la comparaciébn de la actividad antirradicalaria de los extractos
obtenidos con sustancias de referencia como el BHT, BHA y la vitamina E (a-
Tocoferol), como se refleja en la Tabla 7. Cada una de estas sustancias se
analiz6 mediante el método de decoloracion del catién-radical ABTS®, por
triplicado. Posteriormente se hizo una comparacion de las actividades
antioxidantes, entre las sustancias de referencia y el extracto obtenido (Véase
Figura 8), donde la extraccion nimero 3 fue la que reporté la mejor capacidad
antirradicalaria (Véase Tabla 8) y, por ello, se tomé como referencia en la
comparacion. Lo anterior mostré que, a pesar de no presentar una capacidad
antirradicalaria superior a las sustancias de referencia, el extracto presenta valores
cercanos, y al ser una sustancia de origen natural, en comparacion con el BHA y
el BHT, no presenta el inconveniente de ser cancerigeno o de alto riesgo para la

salud humana, presentando una ventaja adicional.

Tabla 7. Capacidad de atrapar radicales en sustancias de referencia.

Sustancia umol Trolox® /g sustancia
BHA 233 +6
BHT 206+ 9
Vitamina E (a-Tocoferol) 192 +4
Extracto 188
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Tabla 8.Equivalente en pmol Trolox® /g extracto.

Numero pmol pmol Promedio Varianza Desviacién
de Trolox® /g Trolox® /g estandar
extraccion extracto, extracto,
20% 30%
1 84,63 83,15 83,89 1,09 1,04
2 100,48 96,92 98,70 6,34 2,52
3 189,53 186,42 187,97 4,84 2,20
4 110,38 106,09 108,23 9,22 3,04
5 49,23 50,89 50,06 1,37 1,17
6 104,68 102,35 103,52 2,71 1,65
7 133,03 130,82 131,92 2,44 1,56
8 120,18 120,82 120,50 0,20 0,45
9 87,38 82,65 85,02 11,17 3,34
10 77,68 78,42 78,05 0,27 0,52
11 101,38 98,05 99,72 5,53 2,35
12 100,33 94,99 97,66 14,27 3,78
13 61,93 65,99 63,96 8,23 2,87
14 76,53 78,75 77,64 2,47 1,57
15 68,78 66,25 67,52 3,19 1,79
16 117,08 122,95 120,02 17,25 4,15
17 114,33 116,62 115,47 2,62 1,62

Figura 8. Comparacion de las actividades antioxidantes del extracto de Persea americana

y sustancias de referencia.
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3.3 ANALISIS POR HPLC

Aplicando las metodologias desarrolladas para la obtencién y analisis de los
extractos mediante HPLC (Véase Seccion 2.7), y con la colaboracién del sefior
Freys Julio Serrano, Quimico, M.Sc., profesional del Laboratorio de Cromatografia
y Espectrometria de Masas CROM-MASS de la UIS, se identificaron compuestos
fendlicos presentes en los extractos; se logré identificar naringenina y
pinocembrina como compuesto mayoritario en los extractos aislados con fluido
supercritico (Ver ANEXO I). La pinocembrina es un compuesto polifenolico que
presenta capacidad antirradicalaria [30], a la cual se le atribuye la actividad

antioxidante determinada mediante el método ABTS en los extractos obtenidos.
3.4 ANALISIS DE COSTOS

Los costos y la estimacién del precio venta del extracto se presentan en el ANEXO
J. Para obtener un kilogramo de extracto, es necesario realizar 54 extracciones,
donde se utilice la capacidad maxima de carga de material del equipo
(Aproximadamente 2 kg). Por lo anterior, se necesitarian 3 extracciones diarias
realizadas por personal capacitado. El precio de venta por kg se estimd en
9'729.512 COP.

Lo anterior implica que el costo de venta es elevado, en comparacion con
antioxidantes de origen sintético, como lo es el BHA, procedente del puerto de
Shangai (Aproximadamente 6'000.000 COP) [31]. Sin embargo, lo mas importante
y que debe destacarse es que el extracto obtenido, dado su origen natural, no

presenta complicaciones para la salud humana y no es contaminante.
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4. CONCLUSIONES

Se determiné que el rendimiento en las extracciones realizadas con fluido
supercritico, utilizando como solvente CO,, se encuentra influenciado por
las variables: tiempo (1), flujo (F) y presion (P) y sus interacciones: t*t, F*F,
P*P, t*F, t*P, F*P, donde el flujo y tiempo presentan una relacion positiva
con la respuesta de rendimiento del modelo, mientras que la presion

presenta una correlacién negativa.

De los diferentes niveles escogidos, durante el desarrollo del disefio
experimental, se determinaron, como mejores condiciones de operacion,
para la obtencién de un mayor rendimiento, una presiéon de 25MPa; un flujo
de 3,6 kg/h y un tiempo de 2 horas, obteniendo asi un rendimiento de
0,94%, tomando como base, para el calculo del rendimiento, la cantidad de

extracto que es posible recuperar del sifon colector.

Los compuestos antioxidantes, identificados mediante HPLC, como la
pinocembrina y la naringenina, de gran actividad antirradicalaria reportada,
son los que dan la propiedad antioxidante a los extractos obtenidos,

mediante extraccion con fluido supercritico, de la Persea americana.

Los extractos obtenidos presentaron buena capacidad antirradicalaria,188
pmol Trolox® /g sustancia, aunque menor a las sustancias de referencia,
233 = 6 pmol Trolox® /g sustancia en el BHA, 205 £ 9 umol Trolox® /g
sustancia en el BHT, 192 + 4 umol Trolox® /g sustancia en la vitamina E,
pero los extractos, al no presentar residuos de solvente y ser de origen
natural, tienen la ventaja de no presentar inconvenientes en la salud

humana, a diferencia de los antioxidantes sintéticos como el BHA y el BHT.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar un andlisis de la capacidad antirradicalaria de los extractos
mediante métodos estandarizados, como el método ORAC, Oxygen Radical
Absorbance Capacity, y mediante evaluacion in vivo, determinar si es
posible su implementacion en productos alimenticios y cosméticos, para

tener un punto de comparacion con el método realizado.
Acoplar un equipo de recirculacion de CO, para el equipo Thar SFE-2000-

2-FMC50 (Thar Instruments, Inc., Pittsburgh, PA, EE.UU.), con el fin de

disminuir los costos de extraccion.
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ANEXO A. INFORMACION AGUCATE Persea americana

El aguacate nacié hace mas de 50 000 afios en
las laderas volcanicas de Centro Ameérica,
prolifer6 cerca de arroyos y rios, se esparcio
hacia el sur por los callejones de los Andes
hasta alcanzar la selva amazoénica. Cuando
llegaron los espafioles encontraron esta fruta en
los montes y en los mercados desde Meéxico
hasta el Pera.

Es un arbol siempre verde, perenne, de no mas
de 20 metros de altura, con frutos entre 5 y 20
cm de largo, la pulpa contiene: aceites grasos
(entre un 4 y 40%, dependiendo de la variedad,
localizacion, clima, nutrientes del suelo etc., pero
se reporta un promedio del 16%); campesterol, altas cantidades de B-sitosterol,
acidos grasos (aproximadamente 60% monosaturados, 20% saturados y 20%
insaturados) altas cantidades de glutation, cerca de 2% de proteinas, 6-9%
carbohidratos y azucares; ademas cuenta con vitamina K y E, &cido fdlico,
roboflavina, niacina, tiamina, biotina entre otros.

La semilla.

La semilla del aguacate es considerada una semilla oleaginosa dado su alto
contenido de aceite ademas contiene alcoholes polihidricos, azucares raros (D-
monoheptulosa, etc.); avocatins (avocadene, avocadyne, avocadenone acetate,
avocadyne acetate, avocadenofuran, avocadienofuran, isoavocadienofuran); 4,8-
biscatechin, compuestos alifaticos oxigenados insaturados y demas proteinas y
grasas.
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ANEXO B. DIAGRAMA DE FASES CO;

Pressure, p

To=31.1°C
pe = 73.8 bar

Temperature, T

Figura B.1. Diagrama de fases CO,
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ANEXO C. DENSIDAD DEL CO, EN FUNCION DE LA PRESION Y EVOLUCION
DE LA SOLUBILIDAD DE LA CAFEINA EN CO..
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Figura C.1. Densidad del CO, en funcién de la presion a diferentes temperaturas,
adaptada de IDOKI SCF Technologies S.L, Dr. BRUO INARRA. [On-line]

http://www.idoki.com
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Figura C.2. Evolucién de la solubilidad de la cafeina en CO, con la presion a
distintas temperaturas, adaptada de IDOKI SCF Technologies S.L, Dr. BRUO
INARRA. [On-line] http://www.idoki.com
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ANEXO D. REDUCCION DEL TAMANO DE PARTICULA

El material después de realizado un lavado exhaustivo es picado manualmente,
con el fin de poder introducir el material en un picatodo Oster® modelo 6004.

Posteriormente el material ya triturado es dispuesto en moldes de aluminio para su
posterior secado.

Figura D.1 Material lavado antes de la trituracion. Fotografia tomada por el autor
Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: septiembre de 2012

Figura D.2 Material después de la trituracion. Fotografia tomada por el autor
Lugar: CENIVAM, UIS. Fecha: septiembre de 2012
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ANEXO E. SECADO DEL MATERIAL
Secado al ambiente:

Se realiz6 una prueba de secado al material vegetal sin modificaciones en
condiciones ambientales normales y estables, con 10 diferentes muestras durante
50 dias, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla E.1: Variacién del peso en muestras secadas en condiciones ambientales
normales y estables durante 50 dias.

# Peso Peso
muestra | inicial final
1 57,54 36,44
2 60,43 18,52
3 79,70 33,10
4 63,99 28,62
5 121,74 59,79
6 120,40 67,22
7 130,60 80,91
8 70,00 21,36
9 102,78 39,43
10 123,41 | 60,29

Pérdida de humedad
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Figura E.1: Reduccién del peso en las muestras de material vegetal.

48



La diferencia entre la fraccion del peso en cada muestra se debi6 a la diferencia
de tamafio entre estas.

Secado al ambiente, material triturado.

Se realizd6 un secado del material triturado, en condiciones ambientales,
disponiendo 150 g de material en tres bandejas de aluminio.

Tabla E.2: Resultados pérdida de humedad en muestras trituradas secadas al
ambiente.

0

# Peso Peso % de

. . humedad
muestra incial final :

perdido

1 150 95,25 63,5

2 150 99,45 66,3

3 150 94,02 62,7

Secado al horno

El secado al horno se realiz6 en un horno de bandejas (INDUMEGAS,
Bucaramanga, Colombia) a una temperatura de 40°C, obteniendo como resultado
un tiempo de 25 horas para encontrar una estabilizacion en el peso del material.

Figura E.2: Horno de bandejas (INDUMEGAS, Bucaramanga, Colombia)
49



ANEXO F. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LAS MUESTRAS.

Se observo el crecimiento de un hongo en las muestras mientras se realizaba el
secado en el ambiente, por eso se procedié a realizar el cultivo de esté hongo,
Figura F.1, para su posterior identificacion, Figura F.2.

Figura F.1. Fotografia cultivo de hongos encontrados. Fotografia tomada por Inés
Hernandez. Lugar: Laboratorio de microbiologia, Facultad de Salud UIS. Fecha:
Marzo de 2012

Figura F.2. Microfotografia cultivo de hongos encontrados. Fotografia tomada por
Inés Hernandez. Lugar: Laboratorio de microbiologia, Facultad de Salud UIS.
Fecha: Marzo de 2012

Se pudo observar la presencia de hongos, Geotrichum sp, Lo que representa un

riesgo para la salud humana.
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ANEXO G. DISENO EXPERIMENTAL

Tabla G.1. Niveles de las variables en cada experimento.

Experimento Presion  Flujo Tiempo
1 + + +
2 + + -
3 + - +
4 + - -
5 - + +
6 - + -
7 - - +
8 - - -
9 - 0 0

10 0 - 0
11 0 0 -
12 + 0 0
13 0 + 0
14 0 0 +
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

Figura G.2. Representacion grafica del disefio de experimentos.

ﬁempo

Presion
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ANEXO H. GRAFICAS DE SUPERFICIE Y DE CONTORNO

Grafica de superficie de Rendimiento vs. Tiempo, Flujo
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Grafica de superficie de Rendimiento vs. Flujo, Presion
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Grafica de contorno de Rendimiento vs. Presion, Tiempo
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ANEXO I. ANALISIS POR HPLC

Tabla I1. Tiempo de retencion promedio del patron de 24 compuestos

antioxidantes

# pico Analito Tiempo de retencion
1 Acido galico 1,88
2 Teobramina 3,46
3 Teofilina 5,45
4 Acido p-hiddroxibenzoico 6,38
5 (-)-Epigalocatequina 9,05
6 (x)-Catequina 9,60
7 Acido vanilico 9,99
8 Acido caféico 11,28
9 Cafeina 11,75
10 (-)-Epicatequina 16,10
11 (-)-Epigalocatequina galato 16,45
12 Acido p-cumarico 16,66
13 Acido ferulico 18,15
14 (-)-Epicatequina galato 19,20
15 Acido rosmarinico 21,51
16 Acido trans-cinamico 24,48
17 Quercetina 26,26
18 Luteolina 26,67
19 Naringenina 30,07
20 Apigenina 30,33
21 Kaempferol 30,37
22 Pinocembrina 30,97
23 Acido carnésico 31,48
24 Acido ursolico 32,40
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Figura I1. Perfil cromatografico de los 24 compuestos antioxidantes.
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ANEXO J. ANALISIS DE COSTOS

Tabla J1. Costos fijos para la realizacion de las extracciones.

Equipo y herramientas Costo, COP.
Equipo de extraccion 190’000.000
Herramientas 50.000
Adecuamiento 3'810.000
Total 193’860.000
Tabla J2. Costos y precio venta

Concepto Costo, COP.
Costos fijos 193’860.000
Costos de extraccion/ 1 kg 4'526.127
Salario técnico y auxiliar/ afio 31°680.000
Kilogramos producidos por afo 20
Mantenimiento anual 1’184.000
Ganancia anual 32'431.708
Ganancia anual + gastos totales/afio 194°590'248
Precio venta (kg) aprox 9’729.512
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