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RESUMEN

Leptocarpha rivularis, es el nombre cientifico de una planta medicinal endémica de Chile,
Ilamada comunmente palo negro. Ha sido utilizada para tratar diferentes afecciones. Dentro de
sus propiedades medicinales, estan sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios, por lo que es
una planta de gran interés. Para extraer sus compuestos se ha considerado utilizar fluidos
supercriticos. Dentro de éstos esta el CO, el cual es ampliamente utilizado ya que no es téxico, es
estable quimicamente y ambientalmente aceptable. Por otra parte, ya que el CO, supercritico se
considera un disolvente no polar, es posible mejorar su poder solvente con la adicion de un co-
solvente polar, como el etanol, el cual ayuda a extraer compuestos polares de interés desde la

matriz vegetal.

El objetivo de este trabajo fue determinar condiciones de extraccion supercritica con CO,
modificado con etanol, para mejorar la obtencion de extracto total de tallos L. rivularis, actividad
antioxidante y la actividad antiinflamatoria. Se trabajo a 60 °C, evaluando el efecto de la presion
(20 y 40 MPa) y de la concentracion de co-solvente (0,5 y 1,5 %p/p) en el rendimiento de
extraccion (g extracto/ kg SS); extraccion de compuestos antioxidantes (mmol de TE/ kg SS) y
actividad antiinflamatoria (ICso mg/ mL). Cada experimento de extraccion se realizd en base a un
disefio factorial 2% y mediciones en el punto central, empleando el software Design Expert.

De acuerdo con los resultados experimentales, no se observé una condicion Optima para la
extraccion supercritica, por lo que la condicion seleccionada fue a una presion de 40 MPa y
usando 1 %p/p de co-solvente, a 60 °C, donde se obtuvo el mayor rendimiento de extracto total y
de extraccién de compuestos antioxidantes, medidos por el método de inhibicion del radical
DPPH. Estos valores correspondieron a 30,3 g/kg SS y 0,71 mmol de TE/ kg SS respectivamente.
Sin embargo, bajo esta condicién la actividad antiinflamatoria fue la méas baja (1Cs0=4,46
mg/mL). La actividad antiinflamatoria tuvo su mayor valor a 20 MPa y usando 1,5 %p/p de
cosolvente, siendo su valor ICsy 2,37 mg/mL; pero con rendimientos de extraccion de 5,69 g/kg
SS y actividad antioxidante de 0,0130 mmol TE/ kg SS.

El rendimiento de extracto total y la extraccion de compuestos antioxidantes, se comportaron de
la misma manera en relacion al efecto de la presion y del efecto del co-solvente. Un aumento de

la presidn resulta en una mayor densidad y un mayor poder disolvente de la mezcla etanol-COs,



lo que explica el efecto positivo de la presion sobre ambas respuestas. También se observé un
aumento del rendimiento de extracto total y la extraccion de compuestos antioxidantes con el
aumento de la concentracion del co-solvente de 0,5 a 1,0 %p/p, debido a la mayor polaridad de la
mezcla etanol-CO, y caracteristica polar de los compuestos activos Sin embargo, al seguir
aumentando la concentracion de co-solvente hasta 1,5 %p/p, los resultados de las respuestas
disminuyeron. Este ultimo comportamiento podria explicarse por una saturacion del CO, debido
al aumento en la concentracion de etanol provocando la formacién de dos fases, lo que genera
ademas una disminucion en la densidad del disolvente. Ademas se promoveria la formacién de
enlaces de hidrégeno en el etanol y en los componentes polares del soluto, todo lo cual provoca

una disminucion del poder disolvente de la mezcla etanol-CO,.
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Capitulo 1: Introduccion

CAPITULO 1. INTRODUCCION

Palo negro de nombre cientifico Leptocarpha rivularis, perteneciente a la familia Asteraceae es
una planta medicinal endémica del sur de Chile, es un arbusto de hoja perenne que tiene, ramas
lefiosas poco delgadas, con corteza oscura y finamente estriada. Crece en lugares himedos, con
exposicion al sol y puede alcanzar una altura de 2 m. Florece en primavera y verano y fructifica
en otofio. Su aplicacién forma parte de la medicina ancestral del pueblo mapuche (habitantes
prehispanicos del sur y centro de Chile). De la cual es posible obtener un extracto compuesto por
diversos metabolitos secundarios, tales como sesquiterpenos y lactonas sesquiterpénicas, que se
caracterizan por tener efectos anticancerigenos y antiinflamatorios. Asi mismo del extracto de L.

rivularis se puede obtener flavonoides y triterpenos (Martinez et al., 2006).

Los métodos comlnmente usados para la extraccion de compuestos bioactivos en plantas
involucran la aplicacion de solventes de distinta polaridad, con el inconveniente de manejar
grandes volumenes de solvente, acompafiada de largos periodos de extraccion, la dificultad en la
recuperacion de todo el disolvente orgéanico del producto final, y en el caso de la extraccion con
disolvente, las altas temperaturas involucradas que pueden causar la degradacion térmica y la
hidrolisis parcial de algunos constituyentes. Ha habido un interés creciente en el uso de la
extraccion con fluidos supercritico con didxido de carbono como solvente (del Valle y Aguilera,
1999).

La extraccion con CO, supercritico produce extractos libres de disolvente a temperaturas bajas,
evitando asi la degradacion de los compuestos activos, lo que permite una extraccion mas
selectiva y eficiente mediante el control de la temperatura de extraccion y de la presion, los que
regulan la densidad del CO, y determinan su poder disolvente. EI CO, es ampliamente utilizado
debido a que no es tdxico, es estable quimicamente y ambientalmente aceptable. Por otra parte,
ya que el CO; supercritico se considera un disolvente no polar, no puede solubilizar compuestos
polares, por lo que su poder solvente puede ser mejorado mediante la adicion de un co-solvente
polar, el cual modifica la polaridad de la mezcla y logra aumentar el rendimiento de extraccion
(Danh et al., 2010). Los co-solventes generan fuerzas intermoleculares preferenciales, tales como
enlaces de hidrogeno, y aumentan la selectividad del fluido supercritico (del Valle y Aguilera,
1999).

Actividad antioxidante y anti-inflamatoria de extractos de palo negro (Leptocarpha rivularis) obtenidos por
extraccion supercritica



Capitulo 1: Introduccion

La eficiencia de la extraccion supercritica se ve afectada por varios factores tales como
temperatura, presion, tiempo de extraccion, la velocidad de flujo y tamafio de particula. La
temperatura y la presion son los principales factores que afectan el comportamiento de extraccion
supercritica, ya que estos factores determinan el poder disolvente del fluido supercritico (del
Valle y Aguilera, 1999).

Entre las muchas enfermedades que aquejan a la poblacion mundial, las que involucran procesos
inflamatorios representan un importante grupo; enfermedades como artritis reumatoidea, gota,
asma o trastornos neurodegenerativos implican reacciones inflamatorias que en algunos casos
puede producir inmovilidad del area afectada para quienes las padecen. Ademas, muchas otras
dolencias menores que se presentan diariamente involucran procesos inflamatorios como
respuesta natural del organismo ante traumas fisicos y alergias. Como consecuencia, existe una
gran necesidad de descubrir y desarrollar nuevos agentes antiinflamatorios mas seguros y
eficaces. El uso de las plantas medicinales o de sus componentes activos representa una
alternativa cada vez mas explorada y promisoria para el tratamiento de numerosos desordenes

inflamatorios (Franco et al., 2007).

Segun Garcia et al. (2002), los extractos de plantas que presentan sustancias como flavonoides y
polifenoles que tienen capacidad antioxidante, en muchas ocasiones a su vez presentan efecto
antiinflamatorio. Como por ejemplo, son bien conocidas las propiedades antiinflamatorias de la
sébila (Aloe vera), asi como sus propiedades cicatrizantes y en su composicién presenta taninos y
otras sustancias antioxidantes. También se reporta que la presencia de flavonoides y los
componentes fenolicos le confieren a los extractos de tomillo (Thymus vulgaris) su accion

antiinflamatoria entre otras.

De acuerdo con los antecedentes anteriores, se propone estudiar la extraccion con dioxido de
carbono supercritico modificado con etanol, en tallos de L. rivularis, evaluando las condiciones

de extraccion para rendimiento, actividad antioxidante y actividad antiinflamatoria.

Actividad antioxidante y anti-inflamatoria de extractos de palo negro (Leptocarpha rivularis) obtenidos por
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Capitulo 1: Introduccion

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo general

e Determinar condiciones de extraccion supercritica con CO, modificado con etanol para
mejorar la obtencion de extracto total, compuestos antioxidantes y la actividad

antiinflamatoria.
1.1.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la presion y co-solvente en el rendimiento de extraccion total.
e Evaluar el efecto de la presion y co-solvente sobre la extraccion de antioxidantes.

e Evaluar el efecto de la presion y co-solvente sobre la actividad antiinflamatoria.

Actividad antioxidante y anti-inflamatoria de extractos de palo negro (Leptocarpha rivularis) obtenidos por
extraccion supercritica
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 LEPTOCARPHA RIVULARIS

"Palo negro” es un arbusto nativo del sur de Chile, originalmente Ilamado CUDU-maméll (en
mapudungun) por los mapuches de Chile. Su nombre cientifico es Leptocarpha rivularis y
pertenece a la familia de las compuestas, de la tribu Heliantheae, actualmente clasificado como
Asteraceae. Este vegetal crece entre el Maule y Valdivia (Hoffmann, 2005), especificamente en
los suelos humedos y asoleados o a orillas de cursos de agua. Se encuentra en los faldeos de
ambas cordilleras (Riedemann et al., 2014). Constituye un arbusto ramoso de 1 a 2 metros de
altura, con ramas delgadas, peludas cuando nuevas, poco lefiosas, de corteza casi negra y
finamente estriadas. Sus hojas son de color verde oscuro, con flores amarillentas y posee un olor
penetrante parecido al de la manzanilla (Hoffmann, 2005). Sus hojas son usadas en medicina
popular para curar afecciones estomacales y también casos de menstruaciones dificiles (Doroso y
Ramirez, 1994). También ha sido usado desde tiempos inmemoriales en la medicina nativa como
agente estimulante, carminativo y para el tratamiento de desérdenes géastricos (Martinez et al.,
1995).

Los extractos de plantas pertenecientes a la familia Asteraceae contienen metabolitos
secundarios, como acetilénicos, sesquiterpeno y lactonas sesquiterpénicas, que poseen efectos
anticancerigenos y antiinflamatorios (Martinez et al., 2006). También contienen flavonoides y
triterpenos (Carcamos et al., 2006) y en menor cantidad lo componen compuestos alifaticos de
baja masa molecular, algunos alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, &cidos y ciertas
aminas (Bruzual et al., 2015). Las lactonas sesquiterpenicas obtenidas de vegetales pueden tener
alto valor farmacoldgico para el tratamiento de tumores malignos, debido a su preferencia hacia
las células tumorales y las células madre del cancer, excluyendo células normales y ademas
efectos antiinflamatorios (Gertsh et al., 2003; Ghantous et al., 2010).

Actividad antioxidante y anti-inflamatoria de extractos de palo negro (Leptocarpha rivularis) obtenidos por
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2.2 EXTRACCION CON CO; SUPERCRITICO

Las plantas poseen una variedad de mezclas de compuestos bio-activos tales como lipidos,
grasas, fotoquimicos, fragancias, pigmentos y sabores que son ampliamente utilizados en la
agroindustria, en la industria farmacéutica y en la industria cosmética. Para separar estos
compuestos (solutos) de la fase solida esta se pone en contacto con una fase liquida, ambas fases
entran en contacto intimo y el (los) soluto(s) se difunde(n) desde el sélido a la fase liquida, lo que
permite una separacion de los componentes de su estructura natural original. Este proceso se
conoce como lixiviacion y para realizarlo existen varios métodos. Un proceso importante es la
lixiviacion de azucar de las remolachas con agua caliente. Otros procesos muy utilizados
consisten en la extraccion de aceites vegetales, en los cuales se emplean disolventes organicos
como hexano, acetona y éter, para extraer aceites de mani, soja, semillas de lino, ricino, girasol,

algoddn, entre otros (Geankoplis, 1999).

De un tiempo a esta parte se han desarrollado varias técnicas nuevas para la extraccion de solutos
de matrices sdlidas, entre ellas se tiene la extraccion asistida con ultrasonido, la extraccion
asistida con microondas, la extraccién con solvente acelerado y la extraccion con fluidos
supercriticos. La extraccion Soxhlet es una técnica bien establecida, entre sus ventajas, por
encima de otros nuevos métodos como la extraccion ayudada con ultrasonido, la ayudada con
microondas y la extraccién con fluidos supercriticos, esta la de tener bastantes aplicaciones
industriales, buena reproducibilidad, eficacia y menor manipulacion del extracto. Sin embargo,
comparada con la extraccion con CO, supercritico, el método Soxhlet es una técnica anticuada y

consumidora de tiempo y de solvente (Velasco, 2007).

Las técnicas de extraccion se han desarrollado para aumentar la efectividad de los procesos de
extraccion, especialmente en la recuperacion de productos bioldgicos sensibles. Estas incluyen la
extraccion que solo utiliza fases acuosas y la extraccion con fluidos supercriticos mediante
solventes que tienen una presion y temperatura por arriba del punto critico del solvente (McCabe
et al., 2007).

Ciertos compuestos se separan a partir de solidos o liquidos por extraccion con un solvente
supercritico. Ademéas de su poder disolvente selectivo, un fluido supercritico posee varias

ventajas sobre los solventes liquidos convencionales. Su densidad y viscosidad son bajas, las

Actividad antioxidante y anti-inflamatoria de extractos de palo negro (Leptocarpha rivularis) obtenidos por
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difusividades de los solutos en estos fluidos son elevadas (aproximadamente 100 veces mas
grandes que las de los liquidos ordinarios). En consecuencia, los fluidos supercriticos penetran
con facilidad los sélidos porosos o fibrosos. Los solutos se recuperan a partir de los fluidos
supercriticos con solo variar la temperatura o la presion. La desventaja principal de la extraccion

con fluidos supercriticos es que se requiere una presion elevada (del Valle y Aguilera, 1999).

La extraccion con CO; supercritico es una técnica que se puede utilizar para obtener extractos
volatiles de matrices vegetales sin ningun rastro de disolvente. EI CO; es el fluido supercritico
mas utilizado, en particular para la extraccion de compuestos farmacéuticos y alimentarios debido
a sus propiedades quimicas Y fisicas y a sus valores relativamente bajos de temperatura y presion
criticas (31,06 °C y 73,8 bars). El diagrama de fases para el CO, puro (Figura 2.1) muestra las
regiones de equilibrio del solido, liquido y gas, asi como las condiciones en las cuales existe el
fluido supercritico. En la region supercritica no hay distincion entre el liquido y el gas, ni
tampoco existe fase de transicion de uno a otro; los fluidos supercriticos actiian como un gas muy
denso o un liquido movil y ligero. La solubilidad y selectividad en un fluido supercritico son
funciones fuertemente dependientes de la temperatura y la presién. Para la extraccion
practicamente total de solutos mediante CO, supercritico, como se indica en la Figura 2.1, se
utiliza presién muy elevada, debido a que las solubilidades son las mas altas (McCabe et al.,
2007).

Actividad antioxidante y anti-inflamatoria de extractos de palo negro (Leptocarpha rivularis) obtenidos por
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Figura 2.1 Diagrama de fases para el didéxido de carbono, que ilustra regiones utiles para las

aplicaciones en el procesamiento de alimentos (McCabe et al., 2007).

El aumento de la presion aumenta la densidad, lo que disminuye la distancia media entre las
moléculas y acelera la transferencia de masa de analitos por lo tanto, aumenta las interacciones

soluto-solvente (Reverchon y de Marco, 2006; Bimakr et al., 2011).

La densidad determina las interacciones entre moléculas de CO; y de los compuestos organicos, y
como al aumentar la presién, la densidad del fluido aumenta, se logra que con suficientes
interacciones, las fuerzas de cohesion entre las moléculas individuales del compuesto organico se
rompan, generando un aumento de la solubilidad y produciendo un incremento en la eficiencia
de la extraccion de compuestos bioactivos (Safaralie et al., 2010; Yamini et al., 2008). De hecho,
los fluidos supercriticos de densidades mas altas tienen mayor potencia de solvatacion y por

tanto, permiten mayor extraccion (Norulaini et al., 2009).

Los extractos obtenidos por medio de extraccion con fluidos supercriticos son de una calidad
mucho mejor que los obtenidos por extraccién con disolventes organicos o por vapor e
hidrodestilacion. También estas técnicas clasicas tienen algunas desventajas claras como la
dificultad en la recuperacion de todo el disolvente organico del producto final y en el caso de la
extraccion con disolvente, las altas temperaturas involucradas que pueden causar la degradacion

térmica y la hidrolisis parcial de algunos constituyentes en el caso de vapor e hidrodestilacion

(del Valle y Aguilera, 1999).
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La extraccion con fluido supercritico es una importante tecnologia limpia donde el alto poder
disolvente de los fluidos supercriticos se debe a la influencia de la presion y la temperatura en sus
propiedades, principalmente su densidad. Sin embargo, uno de los principales inconvenientes de
esta técnica es el coste del equipo que limita su uso en los campos industriales altamente
sensibles en las que se requieren altas cualidades y purezas de los productos finales (Badens et al.
2016).

Una efectiva extraccion supercritica se puede ver afectada con las condiciones en que se presente
la materia prima (Pourmortazavi y Hajimirsadegui, 2007). La humedad del sustrato debe estar en
el intervalo de 3-12% ya que el contenido de agua presente en un sustrato vegetal, superior al
12%, puede interferir en la interaccion soluto-CO,, actuando como anti-solvente, generando una
obstaculizacion en la difusion de lipidos desde el interior de la muestra y provocar efectos
negativos en el rendimiento de extraccion (Sun y Temelli, 2006; Sahena et al., 2009). Ademas, se
puede formar hielo en las tuberias e hidrolisis de algunos compuestos, afectando directamente el
contenido de compuestos volatiles (Fornari et al., 2012). Se recomienda también disminuir el
tamafio de particula, con el fin de aumentar la superficie de contacto con el solvente,
favoreciendo la eficiencia de extraccion (Vasapollo et al., 2004). Al igual que el tamafio de
particula, la densidad y porosidad también influyen en la resistencia del flujo del CO,. Es por esto
que los sustratos vegetales son comunmente sometidos a pretratamientos mecanicos para reducir
el tamafio de particula, y asi promover la liberacién de los componentes desde las células del
sustrato, y también facilitar el flujo de solvente durante la extraccion (del Valle et al., 2006;

Pourmortazavi y Hajimirsadegui, 2007).

2.3 ETANOL COMO CO-SOLVENTE DE EXTRACCION

Uno de los inconvenientes que tiene la extraccion con CO; supercritico, es la falta de polaridad
para extraer analitos polares (Pourmortazavi y Hajimirsadegui, 2007). Sin embargo, existe una
alternativa la cual consiste en adicionar pequefias cantidades de modificadores o co-solventes,
que son sustancias polares que varian enormemente la polaridad del fluido si son afiadidas en
conjunto durante la extraccion (Vasquez, 2008). El co-solvente puede ser seleccionado para

interactuar fuertemente con los solutos de interés para facilitar su extraccion. EI metanol y el
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etanol son capaces de formar interacciones de puentes de hidrogeno y dipolo-dipolo con los
fenoles, lo que indica que podrian ser buenos co-solventes del didxido de carbono (Murga, 2000).
Los disolventes més utilizados como modificadores en tecnologia de alimentos son etanol,
metanol y acetona. Los inconvenientes del uso de ellos son de partida el ser organicos y
potencialmente toxicos. No obstante aquello, la baja cantidad con que intervienen y la solubilidad
que tienen en el fluido supercritico hacen que sus residuos en el extracto sean practicamente
despreciables. Aun asi, en tecnologia de alimentos se tiende a evitar su uso o restringirlo al etanol

que tiene la toxicidad mas baja (Vasquez, 2008).

El etanol ha resultado muy eficaz como co-solvente, en la extraccion supercritica de distintos
compuestos de diferentes matrices, no comprometiendo el uso de los extractos en productos

farmacéuticos o nutracéuticos (Macias et al., 2009).

2.4 ANTIOXIDANTES DE EXTRACTOS NATURALES

Los Antioxidantes son compuestos que pueden inhibir o retardar la oxidacion de otras moléculas
inhibiendo la iniciacion y/o propagacion de las reacciones en cadena de los radicales libres. Los
antioxidantes se dividen en dos categorias principalmente que son: sintéticos y naturales. En
general los antioxidantes sintéticos son compuestos de estructuras fendlicas con varios grados de
sustitucién alquilica, mientras que los antioxidantes naturales pueden ser: compuestos fenolicos
(tocoferoles, flavonoides y acidos fendlicos), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de
la clorofila, aminoacidos y aminas) o carotenoides asi como el acido ascorbico (Belitz y Grosch,
1999). Los antioxidantes sintéticos como el BHA y BHT (Butil — hidroxianisol y Butil -
hidroxitolueno) han sido utilizados como antioxidantes desde principios del siglo pasado. Sin
embargo, se han impuesto medidas de precauciéon y se ha restringido su uso debido a su
carcinogenicidad (Sikwese y Duodu, 2007). Debido a esto, el interés por los antioxidantes
naturales se ha incrementado considerablemente ya que la capacidad de actuar como antioxidante
se ha demostrado en el laboratorio y mencionado en la literatura. Muchos antioxidantes naturales,
en especial los flavonoides, muestran un amplio rango de efectos bioldgicos incluyendo
funciones antibacteriales, antivirales, antiinflamatorias, antialergénicas, antitromboticas y

vasodilatadores. Una terapia antioxidante provee una alternativa barata para el tratamiento de
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enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo ya que se ha demostrado el efecto antioxidante
de productos naturales provenientes de las plantas (Pokorny et al., 2001; Zheng y Wang, 2001).
La actividad antioxidante y su relacion con la propiedad curativa de una gran cantidad de plantas
medicinales ha sido reportada en diversas investigaciones (Malecka, 2002). Existe muchos
métodos para medir la capacidad antioxidante de una especie o sustancia, un método muy usado
se basa en la estabilidad del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) la cual se atribuye a la
deslocalizacion del electron desapareado, esta deslocalizacion también le otorga una coloracion
violeta caracterizada por una banda de absorcidn, en solucion etandlica, centrada alrededor de
520 nm. Cuando una disolucion de DPPH entra en contacto con una sustancia que puede donar
una atomo de hidrdégeno o con otra especie radical se produce la forma reducida DPPH-H 6
DPPH-R con la consecuente pérdida del color y por lo tanto la pérdida de la absorbancia.

2.5 INHIBICION DE LA LIPOXIGENASA

Cuando hay un dafio producido por agentes enddgenos 0 exdgenos, ya sea quimico, mecanico o
bioldgico el cuerpo actia como una barrera defensiva del organismo por medio de la inflamacion,
la cual se produce y causa varias enfermedades que van desde alergias a la insuficiencia renal,
accidente cerebrovascular, cancer, carcinoma de colon, asma, artritis reumatoide y muchos de los

problemas relacionados con la edad (Chua, 2013; Torres et al., 2015).

Cuando ocurre una agresion en la membrana celular, el &cido araquidonico que se ecuentra
normalmente esterificado en forma de fosfolipido, se libera por accion de las fosfolipasas, y es
metabolizado por dos enzimas, la cicloxigenasa y la lipoxigenasa. Ambas producen eicosanoides,
los cuales son mediadores en la inflamacion (Akula y Odhav, 2008). La cicloxigenasa metaboliza
al &cido araquidonico produciendo prostaglandinas y tromboxanos, que son mediadores en la
vasodilatacion que potencian el edema. Esta enzima se puede inhibir con antiinflamatorios
esteroideos y no esteroideos. Los glucocorticoides son potentes antiinflamatorios esteroideos que
controlan muy bien los sintomas de la artritis, sin embrago su toxicidad en el uso cronico los
limitan solo al uso en las recaidas de la enfermedad. Por otro lado un antiinflamatorio no
esteroideo es la aspirina la cual alivia el dolor y la inflamacion por periodos significativos de

tiempo (Pérez et al., 1998).
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La lipoxigenasa es estimulada al aumentar las concentraciones de Ca*™, la cual se une con la
proteina que la activa, catalizan la oxigenacion de acidos poliédricos hasta originar los
hidroxiperoxidos lipidos. El acido araquidonico, que contiene varias dobles ligaduras en su
configuracién, es metabolizado hasta obtener hidroperoxieicosatetraenoico (HPETE), que se
reduce  espontaneamente  a hidroxieicosatetraenoico (HETE).  Este  sufre  sucesivas
transformaciones para dar lugar a diferentes leucotrienos, los que son constrictores de la
musculatura lisa, como la de la periferia de los pulmones (broncoconstriccion), aumentan la
permeabilidad vascular en la zona afectada y contribuyen a la obstruccién bronquial en
asmaticos. Un unico inhibidor de la lipoxigenasa producido comercialmente para el tratamiento
del asma humano es el Zileutdn, éste inhibe la actividad catalizadora de la lipoxigenasa por unién
al hierro en el sitio activo de la enzima; esta inhibicidn es reversible. Este medicamento puede
producir dolor de cabeza, vomitos, estrefiimiento y acidez (Pérez et al., 1998; Hernandez et al.,
2002). La lipoxigenasa es capaz de oxidar el sistema de dobles enlaces del acido graso
poliinsaturado  linoleico  para  formar  hidroperéxidos los cuales se  miden

espectrofotométricamente a 234 nm (Akula y Odhav, 2008).

Las lactonas sesquiterpénicas son metabolitos secundarios que confieren propiedades
antiinflamatorias potentes a diversas plantas que se encuentran, casi exclusivamente, en especies
de la familia Asteraceae (Velasquez et al.,, 2013). Se han investigado plantas del género
Vernonia, dando como resultado el aislamiento de triterpenoides, glucésidos esteroides y
flavonoides y numerosas clases de lactonas sesquiterpénicas con actividades bioldgicas
incluyendo las antiinflamatorias (Babando et al., 2015). Los compuestos fendlicos, también son
ampliamente considerados debido a que poseen propiedades antiinflamatorias y, por lo tanto, se
han propuesto como una aproximacion alternativa natural para prevenir o tratar enfermedades
inflamatorias cronicas (Torres et al., 2015). Estos componentes naturales interfieren con las
actividades de la lipoxigenasa, debido a sus capacidades antioxidantes, es decir, por
desacoplamiento del ciclo redox de la lipoxigenasa en el sitio activo del hierro presente en la
enzima. Esto se ha demostrado con varios productos naturales de plantas, que utilizadas como
remedios antiinflamatorios podian suprimir la formacion de leucotrienos, mediadores cruciales de
reacciones inflamatorias, y la mayoria de ellos mediante la inhibicion de la actividad de la

lipoxigenasa (Napagoda et al., 2014).
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Materia prima

Tallos de L. rivularis (Palo negro), seran la materia prima a utilizar, provenientes de Valdivia,

Region de los Rios, Chile. Estos fueron sometidos a una molienda con el fin de reducir su

tamarfio, y guardados en bolsas herméticas para la extraccion.

3.1.2 Equipos e instrumentos

Agitador de tubos Vortex (VELP SCIENTIFICA, Europa).

Balanza analitica, sensibilidad £ 0,0001g, (Precisa gravimetrics AG XB-220A, Estados
Unidos).

Bano ultrasonco 2,75 L (ElIma, modelo E 30 H, Alemania)

Crondmetro (Stopwatch, China).

Estufa (ElecroThermostatic Oven, modelo DHG-9037 A, China).

Espectrofotdmetro (ThermoScientific, Genesys 10S UV-Vis, Estados Unidos).
Extractor supercritico (Applied Separation Speed 2, INC Allentown, Estados Unidos).
Molino de cuchillos.

Tamices de la serie ASTM.

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

3.1.3 Reactivos

Acido linoleico.

CO, 99% de pureza, Linde Gas, Chile.

DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracil), Aldrich, Alemania.
Etanol 98 % pureza p.a Baker.

Lipoxidasa soybean (L6632-1MU).

Nitrégeno (DIN 477#10; CONCO A, USA).

Solucién dimethyl sulfoxydo (DMSO).
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e Solucion de &cido nordihidroguaiarético (NDGA).
e Tolueno p.a, (Merck, Darmstadt, Alemania).
e TROLOX (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).

3.1.4 Material de vidrio y otros

e Cubetas de vidrio.

e Desecador con silica gel.

e Matraces aforados (5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL).
e Matraz Erlenmeyer de 250 mL.
e Micropipetas (10 pL, 100 pL).
e Picnometro de 25 mL.

e Pipetas.

e Probetas (50 mL, 100 mL).

e Tubos de ensayo.

e Viales de vidrio de 60 mL.

e Vidrio reloj.

e Vasos precipitados.

3.2 METODOLOGIA DE ANALISIS

Los tallos de L. rivularis se sometieron a una molienda en un molino de cuchillos y
posteriormente se procedio a tamizar para determinar la distribucion del tamafio de particulas.

Adicionalmente se determiné la densidad aparente, densidad verdadera y porosidad.
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3.2.1 Distribucion del tamafio de particula

Los tallos se tamizaron a traves de una serie de tamices ASTM E11: 8, 14, 18, 20, 30, 40, 50, 60,
80, utilizando un agitador de tamices Ro- Tap. El diametro de particula promedio (d) se calcul6
utilizando la ecuacidon 3.1 segun el método estandar (ASAE, 2000):

(w; log d,)

n
i=1 Wi

d, =log™* IZ?=1 l (3.1)

Donde:

d,,: Diametro de particula (mm).
w;: Masa de particula con diametro medio (Q).
d,: Diametro medio geométrico o mediana de tamafio particulas retenidas entre los tamices

superior e inferior (mm), calculado por la ecuacion 3.2.

d, = d; X diyy (3.2)
Donde:

d; : Tamarfio de apertura del tamiz inferior (mm).

d;4+1: Tamanfo de apertura del tamiz superior (mm).

3.2.2 Humedad

Antes de la extraccion se determind la humedad del sustrato mediante la norma AOAC (1990),
basada en la diferencia de pesada mediante el secado en estufa a 105°C, hasta que la muestra

alcance un peso constante.
3.2.3 Densidad verdadera

La densidad verdadera se obtuvo utilizando un picnometro (botella de Gay- Lussac) de 25 mL. El
sustrato se introdujo primeramente en el picnometro hasta llenarlo y se pesé en una balanza

analitica; luego se agrego tolueno al picnometro hasta el nivel maximo y nuevamente se peso. El
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volumen total del material se calculd con la ecuacion 3.3 y la densidad verdadera se obtuvo
dividiendo el peso de la materia seca y el volumen total del material (ecuacion 3.4). Esta
metodologia fue descrita por Roca et al. (2006).

. (Wtotal - Wp - W)

Ptolueno

V=V (3.3)

P

Donde:

V: Volumen de la muestra (m®).

Vp: Volumen del picnémetro (m°).

W iotar: Masa del picnometro mas la muestra y el tolueno (kg).
Wp: Masa seca del picnometro (kg).

W: Masa de la muestra (kg).

Drolueno: Densidad del tolueno 866 (kg/ m®) a 20°C.

La densidad verdadera se calcula con la ecuacion:

Y 3.4
pv_V (')

Donde:

p,: Densidad verdadera (kg/ m°).
W': Masa muestra seca (kg).

V: Volumen de la muestra (m®).

3.2.4 Densidad aparente

La densidad aparente se determin6 mediante una operacion matematica, donde se dividio la masa
de los tallos secos y molidos (kg), cargados en una probeta, versus el volumen de la masa medido
en la probeta, en este caso se utilizd una probeta de 50 mL, todo esto sin aplicar presion

mecénica, la densidad aparente se expresé en kg/m?®.
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3.2.5 Porosidad

La porosidad se determind con la relacion entre la densidad aparente y la densidad verdadera,

cdmo se muestra en la ecuacion 3.5 (Borjesson et al., 2014).

g, = (1 —M> x 100 (3.5)

Pverdadera

Donde:

&p: Porosidad (-).
paparente: Densidad aparente (kg/ m°).

pPuerdadera: Densidad verdadera (kg/ m°).

3.2.6 Extraccion supercritica

En la extraccion supercritica, se cargaron 12 g de muestra a un recipiente de extraccion de 50 mL,
llevando a cabo los experimentos en una unidad supercritica Applied Separation Speed 2. Se
utiliz6 CO, como solvente a una velocidad superficial de 1 mm/s. Como co-solvente se emple6
etanol. Las extracciones se realizaron a 60 °C bajo condiciones que combinan 2 niveles de
presion (20 y 40 MPa) y consumo de co-solvente (0,5 y 1,5 %p/p) en un disefio 2° con cuatro
replicas en el punto central. El tiempo de extraccion vario en cada experimento de tal forma que
el consumo especifico de CO, se mantuvo constante a 30 kg CO,/kg SS. Los extractos con co-
solvente fueron recolectados en viales de 60 mL, y sometidos a corriente de nitrégeno para
evaporar el etanol. La diferencia de peso entre viales con y sin extracto se utilizé para determinar
el rendimiento de extraccién (g extracto/ kg SS). Cada ensayo de extraccion se realizd en
duplicado. Los extractos obtenidos se utilizaron para determinar su actividad antioxidante y

actividad antiinflamatoria.

3.2.7 Extraccion de antioxidantes por el método del radical DPPH

Este método consiste en la neutralizacion de radicales libres de 1,1-difenil-2-picrilhidracil
(DPPH) (Garcia et al., 2011).
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Primero se prepar6 una solucion de TROLOX disolviendo 0,0025 mL en 10 mL de etanol p.a.
También se disolvié el reactivo DPPH usando 0,0039 g de éste en 25 mL de etanol en un vaso
precipitado cubierto con papel aluminio para protegerlo de la luz, el cual se llevo a agitacion
durante 30 min. Posteriormente se obtuvo una curva de calibracidn. Para esto, se deposito en un
tubos de 0 a 0,1 mL de solucion TROLOX completando con etanol hasta obtener 3,2 mL de
volumen total, donde el blanco correspondié al valor 0. Seguido a esto se agrego a cada tubo 0,8
mL de reactivo DPPH (Hatano et al., 1998).

Para preparar las muestras se adicion6 2,2 mL de etanol, 1 mL de muestra en etanol (10 mg/mL)
y 0,8 mL de DPPH, ademas se realiz6 un blanco con 3,2 mL de etanol y con 0,8 mL de DPPH.
Los tubos con mezclas se agitaron y se dejaron en reposo por 15 min en la oscuridad, luego se
midioé su absorbancia a 520 nm en cubetas de vidrio. Finalmente a partir de la curva patrén
TROLOX generada, se calculd la extraccion de antioxidante de las muestras, expresada en mmol
TROLOX eq/ kg SS a partir de la ecuacién 3.6.

_ (MXA)XVXFD
- M

C (3.6)

Doénde:

C: Concentracion de Trolox equivalente (TE) (mmol de TE/ kg SS).
m: Pendiente de la curva patron de Trolox.

A: Absorbancia a una longitud de onda de 520 nm.

FD: Factor de dilucion.

V- Volumen del solvente utilizado en la preparacion del extracto (mL).
M: Masa de extracto (kg).

3.2.8 Actividad antiinflamatoria por el método de la inhibicién de la lipoxigenasa

La actividad antiinflamatoria se midié con el método de la inhibicion de la lipoxigenasa descrito
por Jazet et al. (2010) y Kamatou et al. (2010), con algunas modificaciones. Primero se
prepararon soluciones a distintas concentraciones diluidas con solucion dimethyl sulfoxydo
(DMSO), de las muestras extraidas por extraccion supercritica. También se prepard una solucion
control diluyendo solucién de acido nordihidroguaiarético (NDGA) en solucion DMSO,

obteniendo distintas concentraciones. Ademas se realizd una solucién de lipoxidasa a una
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concentracion de 10000U/mL. Finalmente se prepard una solucion de &cido linoleico a una
concentracion de 50 mM. Para determinar la inhibicion de la enzima se mezcl6 40 pL de solucion
de extracto (diluido en DMSO), 20 pL de lipoxidasa (200 U) y 1,94 mL de solucion buffer
fosfato, luego la muestra se incubd en estufa a 25°C por 5 minutos, posteriormente se le
incorporo6 10 pL de acido linoleico e inmediatamente se medio la actividad de la lipoxidasa en un

espectrofotometro a 234 nm, midiendo la absorbancia.

Con las absorbancias obtenidas se calcul6 el porcentaje de inhibicion de la enzima, construyendo
una curva, con la cual se obtuvo el valor ICsy (Concentracion requerida para obtener una

inhibicidn de 50% de la enzima), expresado en mg/ mL. Esto para cada muestra extraida.
3.2.9 Analisis estadistico

Cada experimento de extraccion se realizé en base a un disefio factorial 2%, con dos variables
independientes, concentracion de co-solvente (%p/p) (codificada X;) y presion (codificada X»),
obteniendo las ecuaciones ajustadas 3.7 (donde C corresponde al %p/p de co-solvente) y 3.8

(donde P corresponde a la presién, MPa) respectivamente.

X1

o5 G

P —-30
10

(3.8)

Se totalizaron 8 ensayos que incluian 4 repeticiones en el punto central. Como variable de
respuesta se midio el rendimiento de extraccion (Y;, g extracto/kg SS), extraccion de
antioxidantes (Y,, mmol TE/ kg SS) y la actividad antiinflamatoria (Y3, 1Csp mg/ mL). Para
expresar las variables dependientes en funcion de las variables independientes (X1, X3), los

resultados se ajustaron a la ecuacion 3.9 de segundo orden que se muestra a continuacion:

Y =A¢ + A X, + A, X, + A X Xy, + A X2 + Ay X2 (3.9)
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Donde A, es una constante; A; y A, son coeficientes lineales; A, es el coeficiente de interaccion
y A11 Y Ay, son los coeficientes cuadraticos. Se construyeron superficies de respuesta variando el
valor de las dos variables dentro del rango experimental. Las variables independientes con y sin
codificacion, se muestran en la Tabla 4.2. Mediante un analisis de varianza (ANOVA), se
determind la significancia (p<0,05) de los coeficientes de la ecuacion, empleando el software

Design Expert Version 6.0.1 (Stat-Easy, Inc. Minneapolis, MN).
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION DE SUSTRATO

La efectiva extraccion de componentes se ve afectada con las condiciones en que se presente la
materia prima. La humedad, tamafio de particula, densidad y porosidad afectaran los resultados
de la extraccién (Pourmortazavi y Hajimirsadegui, 2007). Es por esto que los sustratos vegetales
son comunmente sometidos a pretratamientos mecanicos para reducir el tamafio de particula, con
el fin de mejorar la velocidad y/o el rendimiento de extraccion. Con estos pretratamientos, es
posible promover la liberacion de los componentes desde las células del sustrato y también

facilitar el flujo de solvente durante la extraccion (del Valle et al., 2006).

La molienda del sustrato fue necesaria como pretratamiento, ya que al disminuir el tamafio de
particulas, se aumenta la superficie de contacto con el solvente, favoreciendo la eficiencia de
extraccion (Vasapollo et al., 2004). Posterior a la molienda de los tallos de L. rivularis, se realizo
un tamizado, donde resulté un tamafio de particula promedio de 1,070 mm, donde el mayor
porcentaje de particulas (31 %) de la muestra total, quedaron retenidas en el tamiz n°14 de la
serie ASTM, correspondiente a particulas con diametro <2,36 y >1,4 mm, seguido por un 30 %
de masa retenida en el tamiz n°18 de la serie ASTM, teniendo ésta un didmetro de particulas
correspondiente <1,4 y >1,0 mm. El porcentaje de masa restante se retuvo en seis tamices mas,
de distintos didmetros de apertura, en forma decreciente (Anexo A, Tabla A-2). Luego del
tamizado se determinaron las caracteristicas que se deben considerar del sustrato previo a la
extraccion, la Tabla 4.1 muestra la caracterizacion del sustrato de tallos de L. rivularis para la

extraccion con CO; supercritico y uso de co-solvente.
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Tabla 4.1 Caracteristicas del sustrato para la extraccion con CO, supercritico.

Caracteristicas

Contenido de humedad b.h (%) 6,624+0,149
Tamafo promedio de particula (d,, mm) 1,070
Densidad verdadera (py, kg/ms) 761,91+14.60
Densidad aparente (pap, kg/m3) 258,76+8,62
Porosidad (%) 66,03£1,26

El contenido de agua presente en un sustrato vegetal, superior al 12 %, puede interferir en la
interaccion soluto-CO,, actuando como anti-solvente (Sun y Temelli, 2006), generando una
obstaculizacion en la difusion de lipidos desde el interior de la muestra y provocar efectos
negativos en el rendimiento de extraccion (Sahena et al., 2009). Ademas, se puede formar hielo
en las tuberias e hidrdlisis de algunos compuestos, afectando directamente el contenido de
compuestos volatiles (Fornari et al., 2012). A partir de esto, se recomienda realizar un secado
previo a la extraccion, sin embargo, si la humedad estd en el intervalo de 3-12 %, es
insignificante su influencia en la transferencia de masa y la solubilidad de compuestos (lvanovic
etal., 2011).

En consecuencia con lo anterior, el valor de humedad determinado del sustrato de L. rivularis
utilizado para este estudio, es igual a 6,624+0,149 % (Anexo A, Tabla A-1), por lo que no
influiria mayormente en la eficacia de las extracciones, ya que se encuentra dentro del rango

descrito por literatura.

El sustrato tuvo una densidad aparente de 258,76+8,62 (kg/m°) (Anexo A, Tabla A-3), ésta
entrega informacion entre la capacidad de carga y el grado de empaque en el extractor (Fornari et
al., 2012).

La densidad verdadera en este estudio presentd un valor igual a 761,91+14,60 (kg/m®) (Anexo A,
Tabla A-4), correspondiente a la razén del peso de la muestra seca versus el volumen total,

excluyendo el aire (Roca et al., 2006).
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La resistencia al flujo de CO; depende de las caracteristicas fisicas de la muestra, como es la
porosidad y el tamafio de particulas. Los valores de porosidad en un lecho empacado representan
el espacio vacio que se genera dentro del extractor y por donde debiera circular el CO, (Fornari
et al., 2012), la porosidad del lecho result6 tener un valor igual a 66,03+1,26 % (Anexo A, Tabla
A-5).

4.2 RENDIMIENTO

Para el estudio de las condiciones que aumentan el rendimiento, los ensayos de extraccion se

Ilevaron a cabo usando un disefio factorial que se muestra en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 Rendimiento de extraccion (Y g extracto/ kg SS), en funcion de las condiciones de co-

solvente (%p/p) y presion (MPa).

Set C P X1 X2 Y1
%p/p MPa  (-) -) g/kg SS

1 0,5 20 -1 -1 6,29+1,33
2 1,5 20 1 -1 5,69+0,42
3 0,5 40 -1 1 21,86+1,80
4 1,5 40 1 1 19,11+1,73
5 1,0 30 0 0 22,70+0,95
6 1,0 30 0 0 24,46+1,13
7 1,0 30 0 0 22,61+1,04
8 1,0 30 0 0 22,35%0,71

C: co-solvente; P: presion.

La Tabla 4.2 muestra el promedio del rendimiento de extraccion (Y, g extracto/ kg SS) de las 8
experiencias realizadas en duplicado, como una funcién de porcentaje de co-solvente (X1, %p/p)
y de la presion de extraccion (X;, MPa). El rendimiento de extraccion experimental de extracto de
L. rivularis, con CO, supercritico se encuentra en un rango entre 5,69 y 24,46 g extracto/ kg SS,

diferencia de 4,3 veces entre el valor mas alto y més bajo.
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4.2.1 Analisis de varianza

Con los resultados de rendimiento de extraccién y empleando el software Design Expert, se
realizé un andlisis de varianza para el modelo cuadratico. En la Tabla 4.3 se observa que el valor
de p definido en el anélisis de varianza demuestra que el modelo cuadratico es adecuado para
describir la respuesta rendimiento de extraccion, ya que es significativo (p=0,0002), al tener un

valor pequefio indica que existe poca probabilidad de error experimental.

Tabla 4.3 Analisis de varianza del modelo cuadratico para el rendimiento de extraccion.

Variables respuesta A
Coeficientes de regresion Estimado p
X, -0,8375 0,1671
X, +7,2475 0,0001
X? —-9,7925 0,0002
Indicadores estadisticos
Modelo (valor- F) 136,67 0,0002
R? 0,990
Relacion sefial/ruido 25,45
C.V. 5,48

La Tabla 4.3 muestra los indicadores estadisticos, que entregan informacion de la idoneidad del
modelo cuadratico. El valor de F=136,67, indica que la respuesta resulté ser significativa, con
una probabilidad p=0,0002 de que el modelo presentara fallas debido a perturbaciones
experimentales. El coeficiente de correlacion R? tiene un valor de 0,990, lo que indica la relacion
que existe entre los valores experimentales y los valores predichos, por lo que siendo este valor
cercano a 1, el comportamiento del rendimiento de extraccion respecto a las variables, es
adecuado y un modelo significativo (esto significa que el modelo explica en un 99% la
variabilidad observada en la respuesta Y;). Por otro lado la relacion sefial/ ruido resulté ser 25,45,
un valor superior a 4, lo que revela que el modelo explica de una manera adecuada el

comportamiento de la respuesta y que su calidad no se vio afectada por errores no controlables.
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Finalmente el coeficiente de variacion (C.V.= 5,48) indica que existe poca dispersion entre los

datos y la media.

En la Tabla 4.3 se muestran sélo los coeficientes de regresion significativos (p<0,01), los que
fueron utilizados para obtener la ecuacion 4.1 donde se describe el comportamiento de la
respuesta en funcion de las variables X; (porcentaje de co-solvente %p/p) y X, (presion de

extraccion MPa).
Y, = 23,03 — 0,8375X, + 7,2475X, — 9,7925X? (4.1)

Para la respuesta Y1, se observa que el mayor efecto fue del término cuadratico de co-solvente
(X2= -9,7925), seguido por el término lineal de presion (X,= +7,2475). Se mantuvo el término
lineal de co-solvente (X;= —0,8375) que no fue significativo (p= 0.1671) para mantener la

jerarquia del modelo (Tabla 4.3).
4.2.2 Superficie de respuesta

La Figura 4.1 muestra la superficie respuesta para el rendimiento de extraccion, donde es posible
observar con mayor claridad el efecto de las variables co-solvente y presidn sobre la respuesta Y

en el extracto de tallo de L. rivularis.
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C: Co-solvente

Figura 4.1 Superficie de respuesta para rendimiento de extraccion (Y1, g/ kg SS), en funcion de la

presion (P, MPa) y uso de co-solvente (C, %p/p).

En la Figura 4.1 se muestra el efecto que tienen las dos variables en el rendimiento. El efecto
lineal de la presion fue significativo (p=0,0001), asi el rendimiento (Y1) aumenté de 15,8 a 30,3 g/
kg SS cuando la presion cambi6 de 20 a 40 MPa, con un uso de co-solvente de 1 %p/p. Respecto
a esto, se puede observar que a medida que la presion aumenta el rendimiento también lo hace, lo
cual se debe a que el aumento de la presion genera un aumento de la solubilidad, generando
incremento en la eficiencia de la extraccion (Reverchon y de Marco, 2006). Ademas, el aumento
de la presion disminuye la distancia media entre las moléculas y acelera la transferencia de masa
de analitos, por lo tanto, aumenta las interacciones soluto-solvente (Bimakr et al., 2011). La
densidad determina las interacciones entre moléculas de CO; y de los compuestos organicos, por
lo que con suficientes interacciones, las fuerzas de cohesién entre las moléculas individuales del
compuesto organico se rompen, dando lugar a la solubilizacion y una mejora en la extraccién
(Yamini et al., 2008).

En relacion al uso de co-solvente, se observa que el rendimiento de extraccion disminuye al
aumentar el porcentaje de co-solvente utilizado. A partir de la ecuacién 4.1, el efecto cuadratico
de co-solvente (X2) sobre la respuesta de rendimiento Y; fue significativo (p=0,0002), siendo éste
el coeficiente de mayor magnitud. Esto se observa por ejemplo a 40 MPa, donde Y; aumenta de

21,3 a 30,3 g/ kg SS cuando el co-solvente aumenta de 0,5 a 1 %p/p, y luego Y; disminuye hasta
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19,6 g/ kg SS cuando el co-solvente aumenta hasta 1,5 %p/p. Este comportamiento se observa

para todo el rango de presion (Figura 4.1).

Sodeifian et al. (2016) realizaron un estudio para optimizar la extraccion de aceite de Launaea
acanthodes, utilizando CO, supercritico y etanol como co-solvente, donde la temperatura y
presion utilizadas fueron 55 °C y 24 MPa respectivamente, se observd que el rendimiento
mejoraba al aumentar el co-solvente de 0 a 650 pL, pero disminuy6 al aumentar a 720 pL. Baysal
et al. (2000), también informan un comportamiento similar en la extraccion supercritica de pasta
de tomate utilizando etanol como co-solvente. Cuando se fijo la temperatura y presion a 40 °C y
25 MPa respectivamente, el mayor rendimiento de extraccion lo obtuvo con 5 %p/p de etanol
(rendimiento = 2,30 g/ 100g) y al aumentar el etanol a 10 %p/p el rendimiento disminuyo a 1,69
g/ 100g. Estos autores indicaron que el comportamiento observado al aumentar la concentracién
de etanol en la extraccion produjo una disminucion en la densidad molar del disolvente, lo que
disminuyd su capacidad disolvente. También Castro et al. (2013) y Babovic et al. (2010),
observaron en sus estudios este efecto e indicaron que esto puede ser debido a dos factores. El
primer factor sefiala que el aumento en la concentracion de etanol puede inducir la formacion de
dos fases como resultado de la saturacion de CO,, disminuyendo el poder disolvente de la
mezcla, el segundo factor que mencionan es que en el aumento de la concentracion del co-
solvente se forman mas enlaces de hidrégeno entre moléculas de etanol que enlaces etanol-soluto;
y al reducir la interacciéon con las moléculas polares del soluto, el efecto del co-solvente se ve

reducido en la extraccion con fluido supercritico.

En relacion a las investigaciones antes mencionadas, el efecto del co-solvente en el rendimiento
de extraccion aumenta a medida que la concentracion de etanol también lo hace ya que esto
estimula la extraccién de solutos polares y por lo tanto el aumento en el rendimiento, sin embargo
llega a un punto maximo que al continuar aumentando el co-solvente el rendimiento de
extraccion disminuye. Este comportamiento se pudo observar en el presente estudio, y puede ser
explicado a través de la disminucion de la densidad del disolvente, también por la saturacion del

CO,, 0 bien por la formacion de enlaces de hidrdgeno entre las moléculas de etanol.
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4.3 EXTRACCION DE ANTIOXIDANTES

Para evaluar el efecto de la concentracion de co-solvente y de la presién en la actividad
antioxidante de tallos de L. rivularis, los ensayos de extraccion se realizaron bajo un disefio

experimental que se muestra en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4 Extraccién de antioxidantes (Y, mmol de TE/ kg SS) en funcion de las condiciones de

co-solvente (%p/p) y presion (MPa).

Set C P X1 Xz Y2
%p/p  MPa =) (=)  mmol de TE/kg SS
1 0,5 20 -1 -1 0,0224+0,003
2 1,5 20 1 -1 0,0130+0,001
3 0,5 40 -1 1 0,0576+0,001
4 1,5 40 1 1 0,0450+0,009
5 1,0 30 0 0 0,0500+0,004
6 1,0 30 0 0 0,0573+0,008
7 1,0 30 0 0 0,0536+0,002
8 1,0 30 0 0 0,0569+0,011

C: co-solvente; P: presion.

La Tabla 4.4 muestra el promedio de la extraccidn de antioxidantes (Y,, mmol de TE/ kg SS). Las
8 experiencias realizadas en duplicado, como una funcion de porcentaje de co-solvente (X,
%p/p) y de la presion de extraccion (X, MPa). La extraccion de antioxidante experimental de
extracto de L. rivularis, con CO; supercritico se encuentra en un rango entre 0,0130 y 0,0576

mmol de TE/ kg SS, diferencia de 0,0576/0,0130= 4,4 veces entre el valor mas alto y més bajo.

4.3.1 Andlisis de varianza

Con los resultados de extraccion de antioxidantes y empleando el software Design Expert, se
realizd un analisis de varianza para el modelo cuadratico. En la Tabla 4.5 se observa que el valor
de p definido en el anélisis de varianza demuestra que el modelo cuadratico es adecuado para

describir la respuesta de extraccion de antioxidantes, ya que es significativo (p<0,05), como se
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dijo anteriormente, al tener un valor pequefio indica que existe poca probabilidad de error

experimental.

Tabla 4.5 Andlisis de varianza del modelo cuadrético para la extraccion de antioxidantes.

Variables respuesta Y,
Coeficientes de regresion Estimado p
X1 —0,00549 0,0516
% +0,01682 0,0011
X7 -0,01923 0,0024
Indicadores estadisticos
Modelo (valor- F) 41,49 0,0018
R? 0,969
Relacion sefial/ ruido 15,78
C.V. 9,07

La Tabla 4.5 muestra los indicadores estadisticos, que entregan informacion de la idoneidad del
modelo cuadratico. El valor de F=41,49, nos indica que la respuesta resulté ser significativa, con
una probabilidad p=0,0018 de que el modelo presentara fallas debido a perturbaciones
experimentales. El coeficiente de correlacion R® tiene un valor de 0,969, lo que indica la
proporcién de variacién que existe entre los valores experimentales y los valores predichos, por
lo que siendo este valor cercano a 1, refleja que el comportamiento de la extraccién de
antioxidantes respecto a las variables, es adecuado y un modelo significativo. Por otro lado la
relacion sefial/ ruido resulté ser 15,78, un valor superior a 4, lo que revela que el modelo explica
de una manera adecuada el comportamiento de la respuesta y que su calidad no se vio afectada
por errores no controlables. Finalmente el coeficiente de variaciéon (C.V.= 9,07) indica que existe

poca dispersién entre los datos y la media.

En la Tabla 4.5 se muestran solo los coeficientes de regresion significativos (p<0,05), los que

fueron utilizados para obtener la ecuacion 4.2 donde se describe el comportamiento de la
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respuesta de actividad antioxidante (Y3), en funcion de las variables X; (porcentaje de co-solvente
%p/p) y X, (presion de extraccion MPa).

Y, =537 %1072 — 5,49 x 1073X, + 1,68 x 10™2X, — 1,92 x 10~2X2 (4.2)

Para la respuesta Y,, se observa que el mayor efecto fue del término cuadratico de co-solvente
(X2= —1,92x107%), seguido por el término lineal de presién (X,= +1,68x107?). Se mantuvo el

término lineal de co-solvente (X;= —5,49%x107°) que no fue significativo (p=0,0516) para
mantener la jerarquia del modelo (Tabla 4.5).

4.3.2 Superficie de respuesta

La Figura 4.2 muestra la superficie de respuesta para la extraccion de antioxidantes, donde es

posible observar el efecto de las variables co-solvente y presidn sobre la respuesta la actividad
antioxidante Y, del extracto de tallo de L. rivularis.

40

F: Presion

Figura 4.2 Superficie de respuesta para la extraccion de antioxidantes (Y., mmol TE/ kg SS), en
funcién de la presion (P, MPa) y uso de co-solvente (C, %p/p).
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En la Figura 4.2 se muestra el efecto que tienen las dos variables en la actividad antioxidante. El
efecto lineal de la presion fue significativo (p=0,0011) (Tabla 4.5). A partir de la ecuacion 4.2, la
respuesta (Y,) aument6 de 0,037 a 0,071 mmol TE/ kg SS, (aumentd 1,9 veces) cuando la presion
cambid de 20 a 40 MPa, utilizando co-solvente 1 %p/p. Respecto a esto, se puede observar que a
medida que la presion aumenta la actividad antioxidante también lo hace. Con el aumento de la
presion, la densidad del fluido supercritico también aumenta, y con ello el poder solvente,
permitiendo la extraccion de compuestos antioxidantes. De hecho, los fluidos supercriticos de
densidades mas altas tienen mayor potencia de solvatacion y por tanto, permiten mayor

extraccion de compuestos bioactivos (Norulaini et al., 2009).

En la ecuacion 4.2, se puede ver que el efecto cuadratico del co-solvente (X?2) sobre la actividad
antioxidante (Y>) fue significativo (p=0,0024) (Tabla 4.5). Esto se observa por ejemplo a 40 MPa,
donde Y, aumenta de 0,057 a 0,071 mmol TE/kg SS, cuando el co-solvente aumenta de 0,5a 1
%p/p, y luego disminuye hasta 0,046 mmol TE/kg SS cuando el co-solvente aumenta hasta 1,5

%p/p. Este comportamiento se observa para todo el rango de presion (Figura 4.2).

Un efecto similar se observo en un estudio realizado por Souza et al. (2015), donde se realiz6 una
extraccion con CO, supercritico y etanol como co-solvente, de compuestos antioxidantes de
propdleo verde brasilefio; a 35 MPa de presion y 50 °C de temperatura, la actividad antioxidante
aumentd con el uso de co-solvente, donde la mayor cantidad de antioxidantes se obtuvo
utilizando 1 %p/p de etanol (145,25+3,62 1Cs (ug/mL)), pero cuando se aumentd a 2 %p/p la
actividad antioxidante disminuy0 a 193,75+4,27 1Csp (ug/ml). Estos autores explicaron que este
comportamiento se debia a que el etanol presenta en sus moléculas el grupo OH, los cuales son
capaces de formar enlaces de hidrégeno entre si. Por otro lado los componentes polares del soluto
también los forman, por lo tanto, con el fin de que se formen enlaces de hidrdgeno esta vez entre
el soluto y el etanol, es necesaria energia para la ruptura de los enlaces entre las moléculas de
etanol y los enlaces entre las moléculas polares del soluto. Sin embargo cuando la cantidad de co-
solvente (% etanol) es demasiado alta, la energia no sera suficiente para romper los enlaces de
etanol, por lo que solo los compuestos menos polares se solubilizan por el disolvente y se reduce
la extraccion de los compuestos de interés, causando una disminucién en el rendimiento de

extraccion y en la actividad antioxidante.
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Junto con la explicacion anterior, el efecto observado en este estudio, también se puede
manifestar por la disminucion de la densidad del disolvente al aumentar la concentracion de
etanol y también por la formacion de dos fases como resultado de la saturacién de CO, (Baysal et
al., 2000; Babovic et al., 2010; Castro et al., 2013).

4.4 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

La Tabla 4.6 muestra resultados de la medicién de la actividad antiinflamatoria (Y3, 1Cso mg/
mL). Las 8 experiencias realizadas en duplicado, como una funcion de concentracion de co-
solvente (X;, %p/p) y de la presion de extraccion (X,, MPa). La actividad antiinflamatoria
experimental de extracto de L. rivularis, con CO; supercritico se encuentra en un rango entre 2,37

y 4,33 mg/ mL, diferencia de 1,8 veces entre el valor mas alto y més bajo.

Tabla 4.6 Actividad antiinflamatoria (Y3, ICso mg/ mL) en funcion de las condiciones de co-

solvente (%p/p) y presion (MPa).

Set C P X1 X2 Y3
%p/p MPa  (-) (=) 1Csog/mL
1 0,5 20 -1 -1 3,22
2 1,5 20 1 -1 2,37
3 0,5 40 -1 1 4,33
4 1,5 40 1 1 3,27
5 1,0 30 0 0 3,88
6 1,0 30 0 0 4,16
7 1,0 30 0 0 4,03
8 1,0 30 0 0 3,76

C: co-solvente; P: presion.
4.4.1 Analisis de varianza

Con los resultados de actividad antiinflamatoria y empleando el software Design Expert, se
realizd un analisis de varianza para el modelo cuadratico. En la Tabla 4.7 se observa que el valor

de p definido en el anélisis de varianza demuestra que el modelo cuadratico es adecuado para
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describir la respuesta actividad antiinflamatoria, ya que es significativo (p<0,05), como se dijo
anteriormente, al tener un valor pequefio indica que existe poca probabilidad de error

experimental.

Tabla 4.7 Analisis de varianza del modelo cuadratico para la actividad antiinflamatoria.

Variables respuesta Y3
Coeficientes de regresion Estimado p
Xi -0,478 0,0037
X2 +0,503 0,0031
X7 ~0,659 0,0041
Indicadores estadisticos
Modelo (valor- F) 37,45 0,0022
R? 0,966
Relacion sefial/ ruido 17,59
C.V. 4,35

La Tabla 4.7 muestra los indicadores estadisticos, que entregan informacion de la idoneidad del
modelo cuadratico. El valor de F=37,45, nos indica que la respuesta resulté ser significativa, con
una probabilidad p=0,0022 de que el modelo presentara fallas debido a perturbaciones
experimentales. El coeficiente de correlacion R? tiene un valor de 0,966, lo que indica la relacion
que existe entre los valores experimentales y los valores predichos, por lo que siendo este valor
cercano a 1, el comportamiento de la actividad antiinflamatoria respecto a las variables, es
adecuado y un modelo significativo. Por otro lado la relacién sefial/ ruido resulté ser 17,59, un
valor superior a 4, lo que revela que el modelo explica de una manera adecuada el
comportamiento de la respuesta y que su calidad no se vio afectada por errores no controlables.
Finalmente el coeficiente de variacion (C.V.= 4,35) indica que existe poca dispersion entre los

datos y la media.

En la Tabla 4.7 se muestran solo los coeficientes de regresion significativos (p<0,05), los que

fueron utilizados para obtener la ecuacion 4.3 donde se describe el comportamiento de la
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respuesta de actividad antiinflamatoria (Y3), en funcion de las variables X; (porcentaje de co-

solvente %p/p) y X, (presion de extraccion MPa).
Y; = 3,9537 — 0,4775X; + 0,5025X, — 0,6587X2 (4.3)

Para la respuesta Y3, se observa que el mayor efecto fue del término cuadratico de co-solvente
(X#= -0,6587), seguido por el término lineal de presion (X,= +0,5025) y el término lineal de co-

solvente (X;=—0,4775) (Tabla 4.7).
4.4.2 Superficie de respuesta

La Figura 4.3 muestra la superficie de respuesta para la actividad antiinflamatoria, donde es
posible observar efecto de las variables co-solvente y presién sobre la respuesta actividad

antiinflamatoria Yz en el extracto de tallo de L. rivularis.

C: Co-zolvente

Figura 4.3 Superficie de respuesta para actividad antiinflamatoria (Y3, 1Cso mg/ mL), en funcion

de la presién (P, MPa) y uso de co-solvente (C, %p/p).

En la Figura 4.3 se muestra el efecto que tienen las dos variables en la actividad antiinflamatoria.
El efecto lineal de la presidn fue significativo (p=0,0031) (Tabla 4.7). A partir de la ecuacién 4.3,
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la respuesta (Y3) aumento de 3,45 a 4,46 1Cso mg/ mL, (aumento 1.3 veces) cuando la presion
cambid de 20 a 40 MPa, utilizando co-solvente 1 %p/p. El valor ICs, representa la concentracion
de extracto (mg/mL) necesaria para inhibir en un 50% la actividad de la lipoxigenasa. Por tanto,
cuanto menor sea el valor IC50, mayor sera su capacidad anti-inflamatoria. Por tanto, se puede

observar que a medida que la presion aumenta la actividad antiinflamatoria disminuye.

En la ecuacion 4.3, se observa que el efecto lineal (X;) (p=0,0037) y cuadratico (X?) (p=0,0041)
del co-solvente sobre la actividad antiinflamatoria (Y3) fueron significativos (Tabla 4.7). Esto se
observa por ejemplo a 40 MPa, donde Y3 aumenta de 4,28 a 4,46 1Cso mg/ mL cuando el co-
solvente aumenta de 0,5 a 1 %p/p, y luego disminuye a 3,32 I1Cso mg/ mL cuando el co-solvente
aumenta hasta 1,5 %p/p. Este comportamiento se observa para todo el rango de presion (Figura
4.3). Por lo que se puede decir que la actividad antiinflamatoria disminuy6 (rango 0,5—1,0 %p/p)

y aumento6 (rango 1,0—1,5 %p/p) con la concentracion creciente de co-solvente.

El comportamiento de la actividad antiinflamatoria frente a la presion puede estar relacionado a
que en condiciones cercanas a 22 MPa y 60°C se extraen en mayor cantidad triterpenos y
esteroides (Castola et al, 2005), los cuales tienen capacidad antiinflamatoria y antioxidante
(Martinez et al., 2006) y ademas en esta condicion de presion el uso de etanol como co-solvente
aumento la extraccién de compuestos polares con actividad antiinflamatoria y antioxidante, como
compuestos fenolicos (Bitencourt et al., 2014). Ramirez et al. (2004) extrajeron compuestos con
actividad antioxidante a 60°C usando presiones que iban desde los 10 a 40 MPa. Por lo que al
seguir aumentado la presién de 20 a 40 MPa se extrajeron menos componentes con actividad

antiinflamatoria.

En la cascada inflamatoria se libera el acido araquidénico el cual es el responsable de dar la sefial
de inflamacidon al ser liberado con ayuda de la fosfolipasa A, luego de la agresion celular.
Seguido, éste es metabolizado por las lipoxigenasas o por las ciclooxigenasas. Las lipoxigenasas
generan leucotrienos por accion oxidativa lo cual puede ser detenido por los compuestos
fenolicos que pueden inhibir la actividad de la lipoxigenasa, por desacoplamiento del ciclo redox
de la lipoxigenasa en el sitio activo del hierro presente en la enzima (Napagoda et al., 2014), y
puede servir como un eliminador de la reaccion de radicales libres, que se producen durante el
metabolismo de este &cido (Chua, 2013; Akula y Odhav, 2008). Kumaraswamy y Satish (2008),

trabajaron con el extracto acuoso de raices de Thespesia lampas, sefialando la posible relacion del
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efecto de eliminacion de radicales, con la inhibicion de la lipoxigenasa, ya que la mayor parte de
su accion es catalizar la oxidacion del acido araquidonico produciendo leucotrieno, el cual
participa en los procesos de inflamacion cronica, aumentando la permeabilidad vasculary
favoreciendo, por tanto, el edemaen la zona afectada. Los antioxidantes pueden limitar la
disponibilidad de hidroperoxidos necesarios para el ciclo catalitico de la lipoxigenasa. Los
resultados reportados del extracto de Thespesia lampas mostraron la capacidad de reducir la
iniciacion de radicales libres o retardar la reaccion en cadena de radicales libres en la propagacion
del mecanismo de oxidacion, reduciendo la actividad antiinflamatoria. La mayoria de los
inhibidores de lipoxigenasa son antioxidantes eliminadores de radicales libres, ya que la
lipoxigenacion se produce a través de un radical libre (Demerci et al., 2011), dejando ver que la
presencia de antioxidantes en las plantas tiene directa relacién con la actividad antiinflamatoria
(Leelaprakash et al., 2012; Akula y Odhav, 2008). Es por esto que se puede inferir que el
comportamiento de la actividad antiinflamatoria respecto a la concentracion del co-solvente
observado en este estudio, esta directamente relacionado al comportamiento de la actividad
antioxidante del extracto, la cual aumenta a medida que la concentracién de etanol también lo
hace, ya que esto estimula la extraccion de solutos polares (Castro et al., 2013; Babovic et al.,
2010; Baysal et al., 2000).

Aunque los farmacos esteroides y no esteroides se utilizan actualmente para tratar la inflamacion
aguda, de manera eficaz, tienen un gran numero de efectos secundarios inesperados. Por lo tanto,
los productos naturales y sus derivados semisintéticos pueden proporcionar alternativas
adecuadas (Singh et al., 2014).

Actividad antioxidante y anti-inflamatoria de extractos de palo negro (Leptocarpha rivularis) obtenidos por
extraccion supercritica

35


https://es.wikipedia.org/wiki/Inflamaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Vaso_sangu%C3%ADneo
https://es.wikipedia.org/wiki/Edema

Capitulo 5: Conclusiones

CAPITULO 5. CONCLUSIONES

La mejor condicion de extraccion con CO, supercritico de L. rivularis, a 60 °C determinada en
este estudio, fue a la presion mas alta que se utilizé que fue 40 MPa y usando la concentracion
intermedia de etanol como co-solvente, que fue 1 %p/p. En estas condiciones el rendimiento y la
extraccion de compuestos antioxidantes obtuvieron los mejores resultados, siendo estos 30,3 g/
kg SS y 0,071 mmol de TE/ kg SS respectivamente. En ésta condicion la actividad
antiinflamatoria tuvo un valor de 4,46 ICso g/mL siendo éste el mas bajo. EI mejor resultado para
la actividad antiinflamatoria fue 2,37 1Cso g/mL que se obtuvo a la presion méas baja (20 MPa) y
usando una concentracion de 1,5 %p/p de etanol como co-solvente. EI modelo estadistico
obtenido en las tres respuestas, muestra que la variable cuadratica de co-solvente generd un

mayor efecto, seguido de la variable lineal de presion.

En el rendimiento y en la extraccion de compuestos antioxidantes se observo un efecto positivo a
medida que la presién crecia, debido a que aumentaba la densidad del fluido supercritico y por

ende el poder solvente de éste. En cambio en la actividad antiinflamatoria el efecto fue negativo.

En este estudio, se identificd que la adicion de etanol como co-solvente en el sistema, es una
ventaja para mejorar el proceso de extraccion de los compuestos biolégicamente activos
presentes en L. rivularis, debido a la caracteristica polar de los compuestos activos. Todas las
respuestas tuvieron el mismo comportamiento creciente ante el aumento de la concentracion del
co-solvente de 0,5 a 1,0 %p/p, pero, al seguir aumentando la concentracién de éste, desde 1,0 a

1,5 %pl/p, los resultados de rendimiento y de compuestos antioxidantes disminuyeron.

La extraccion por CO, supercritico con adicién de etanol como co-solvente, constituye un
proceso moderno, limpio y seguro para extraer componentes con actividad antioxidante y
antiinflamatoria desde tallos de L. rivularis, siendo ésta matriz vegetal de gran interés por su

actividad biolégica y por su potencial aplicacion en la industria alimentaria y farmacéutica.
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ANEXOS

ANEXO A. CARACTERIZACION DE PARTICULA

Tabla A-1. Datos para la determinacion de humedad inicial de la muestra de tallos de L.

rivularis.

Peso Peso Peso Peso Peso Humedad Humedad desviacion
Placa Inicial Placa + Placa + Muestra b.h promedio  estandar
Muestra Muestra ~ Muestra Seca b.h

Inicial Seca
(9) (9) (9) (9) (9) (%) (%) -
27,5043 1,0079 28,5122 28,4460 0,9417 6,568
28,1031 1,0034 29,1065 29,0411 0,938 6,518 6,624 0,149
28,2198 1,0031 29,2229 29,1574 0,9376 6,530
28,2669 1,0043 29,2712 29,2021 0,9352 6,880
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Tabla A-2. Determinacion del tamafio promedio de particula por el método ASAE de la muestra

de tallos de L. rivularis.

Abertura Diametro promedio Masa retenida w; log(d,)
de malla (d,) (w;)
(mm) (mm) (@)
2,360 2,360 3,29 1,23
1,400 1,818 72,89 18,92
1,000 1,183 70,02 512
0,850 0,922 37,50 -1,32
0,600 0,714 18,45 -2,70
0,425 0,505 14,45 -4,29
0,300 0,357 12,97 -5,80
0,250 0,274 2,84 -1,60
0,180 0,212 371 -2,50
0 0 2,87 -
¥ 238,99 X 7,05
Diametro promedio 1,070

(dp, mm)
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Tabla A-3. Datos para la determinacion de la densidad aparente (p,;,) de tallos de L. rivularis.

Peso Probeta + Peso m/v Pap Pap Desviacion
probeta muestra muestra promedio estandar
50 mL

(9 9 ) (g/mL) (kg/m?®) (kg/m?®) -
80,8325 93,3024 12,4699 0,2494 249,398
80,8325 94,1511 13,3186 0,2664 266,372 258,76 8,62

80,8325 93,8581 13,0256 0,2605 260,512

Tabla A-4. Datos para la determinacion de la densidad verdadera (p,,) de tallos de L. rivularis.

Volumen W, Wotal W \V p, p, Desviacion
picnémetro promedio  estandar
(m°) (kg) (k) (ko) (m) (kg/m®)  (kg/m®) -

0,0000250 0,02051 0,04112 0,00705 9,3410E-06 754,67
0,0000250 0,02052 0,04117 0,00662 8,7991E-06 752,35 761,91 14,60
0.0000250 0,01994 0,04082 0,00687 8,8222E-06 778,72

Tabla A-5. Datos para la determinacion de porosidad (¢) de tallos de L. rivularis.

Pap p, Porosidad Porosidad Desviacion
promedio estandar
(kg/m®) (kg/im®) (¢) (¢) -
249,398 754,67 66,95
266,372 752,35 64,59 66,03 1,26
260,512 778,72 66,55
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ANEXO B. CURVA DE CALIBRACION PARA ENSAYO DPPH

Tabla B-1. Datos para confeccionar la curva de calibracion para el ensayo del radical DPPH.

Tubo Etanol Trolox DPPH Abs Absp-  Trolox ppm Trolox

Abs (mmol  Trolox

(mL) (mL) (mL) Trolox) (mg/L) (mmol/L)
3,20 0 0,80 0,913 0 0 0 0
3,20 0 0,80 0,932 0 0 0 0

3,18 0,02 0,80 0,796  0,1265 0,005 1,25 0,00499
3,16 0,04 0,80 0,678 0,2445 0,010 2,50 0,00998
3,14 0,06 0,80 0,558 0,3645 0,015 3,75 0,01498
3,12 0,08 0,80 0,412 0,5015 0,020 5,00 0,01997
3,10 0,10 0,80 0,295 0,6275 0,025 6,25 0,02497

g b~ W N B O O

0,03

0,025 y = 0,040x

2 —
0,02 R2=10,999

0,015

Trolox (mm/L)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Abs0- Abs

Figura B-1. Curva de calibracion para el ensayo del radical DPPH.
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