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Resumen

El presente trabajo consiste en optimizar las condiciones de proceso para la obtencién de
extractos de la hoja de Copaifera officinalis (Copaiba) obtenidos por CO- supercritico, para lo
cual se baso en caracterizar la composicion proximal de la hoja de copaiba, determinar la
curva de extraccion y evaluar la influencia de la temperatura y presion los extractos de la hoja
de copaiba, para el rendimiento global de extraccién, contenido de compuestos fendlicos
(TPC) y actividad antioxidante por los métodos (DPPH y ABTS). La investigacion se realizé en
base a la obtencién de los extractos a partir de la hoja de copaiba empleando la técnica
denominado extraccion supercritica mas cosolvente, donde el etanol fue el cosolvente. La
extraccion con diéxido de carbono supercritico ha sido ampliamente utilizada porque se
considera un solvente verde. En este caso se analizan 2 variables a lo largo de la investigacion
gue son: temperatura (41, 45, 55, 65 y 69 °C) y presion (11, 13, 18, 23 y 25 MPa),
manteniéndose constante el flujo de cosolvente: 2 mL/min y el flujo de CO2: 0.5 mL/min. La
composicion proximal de la hoja de copaiba (lipidos 12.06%, fibra cruda 18.24 %, cenizas
3.81%, humedad 0.88%, proteinas totales 8.22%, carbohidratos 75.03%). El mayor
rendimiento (17.73 £ 0.23 %) en los extractos fue a una temperatura de 65 °C, siendo la
temperatura quién influyé significativamente en este andlisis. La mayor recuperacion de
compuestos fendlicos (2.604 + 0.318 mg EAG/gramo de materia prima) se encontrd a 65 °C,
siento la temperatura también quien influyé en la optimizacion de fenoles. La mayor
concentracion de actividad antioxidante por ABTS (511.591 + 2.245 pymol TE/ gramo de
materia prima) fue observado en una zona a una temperatura de 55 °C y presiones de 11y 18
MPa. Por lo que el método ABTS aplicado a los extractos demostré ser més eficiente en la
deteccién de compuestos antioxidantes no identificables por el método DPPH. En conclusion,
los resultados muestran una influencia positiva de la temperatura durante la extraccion de
fendlicos y antioxidantes, demostrando que la extraccion con CO2/etanol es muy selectiva. Se
recomienda estudiar otras técnicas alternativas de separacion y otros modificadores, a fin de

evaluar la eficiencia de extraccion.

Palabras claves: CO, supercritico, cosolvente, curva de extraccion, rendimiento global,

extractos.
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Abstract

The present work consists of optimizing the process conditions for obtaining Copaifera
officinalis (Copaiba) leaf extracts obtained through supercritical CO2. For this purpose, it was
based on characterizing the proximal composition of copaiba leaf, determining the extraction
curve and evaluating the influence of temperature and pressure on copaiba leaf extracts for
the overall extraction yield, phenolic compound content (TPC) and antioxidant activity by the
methods (DPPH and ABTS). The research was carried out through the obtaining of extracts
from copaiba leaf using the technigue called supercritical plus cosolvent extraction, where
ethanol was the cosolvent. Extraction with supercritical carbon dioxide has been widely used
as it is considered a green solvent. In the present case, 2 variables are analyzed throughout
the investigation: temperature (41, 45, 55, 65 and 69 °C) and pressure (11, 13, 18, 23 and 25
MPa), keeping constant the cosolvent flow rate: 2 mL/min and CO2 flow rate: 0.5 mL/min. The
proximate composition of copaiba leaf (lipids 12.06%, crude fiber 18.24%, ash 3.81%, moisture
0.88%, total protein 8.22%, carbohydrates 75.03%). The highest yield (17.73 + 0.23 %)
obtained in the extracts was at a temperature of 65 °C, being the temperature who significantly
influenced this analysis. The highest recovery of phenolic compounds (2.604 + 0.318 mg
AGE/gram of raw material) was found at 65 °C, being the temperature also who influenced the
optimization of phenols. The highest concentration of antioxidant activity by ABTS (511.591 +
2.245 pmol TE/gram raw material) was observed in a zone at a temperature of 55 °C and
pressures of 11 and 18 MPa. Therefore, the ABTS method applied to the extracts proved to be
more efficient in the detection of antioxidant compounds not identifiable with the DPPH method.
In conclusion, the results show a positive influence of temperature during the extraction of
phenolics and antioxidants, demonstrating that CO2/ethanol extraction is very selective. It is
recommended to study other alternative separation techniques and other modifiers in order to

evaluate the extraction efficiency.

Keywords: supercritical CO2, cosolvent, extraction curve, overall yield, extracts.
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CAPITULO |
INTRODUCCION A LA INVESTIGACION

“La poblacion mundial utiliza la medicina popular principalmente mediante el uso de plantas
medicinales para sus necesidades de atencidén primaria de la salud. Las medicinas naturales
han sido muy utilizadas desde hace muchos afios debido a las propiedades curativas de las

plantas medicinales para diferentes enfermedades” (Bocanegra, 2009, p 47).

La Copaifera, uno de los “géneros de plantas muy importantes en la region amazénica, exuda
una resina llamada aceite de copaiba u oleorresina, que tiene diversas propiedades
farmacoldgicas y actia como cicatrizante de heridas, ademas, se han demostrado sus
propiedades para tratar Ulceras, cancer, herpes, cistitis, asma, psoriasis, heridas,
hemorroides, dolores musculares, sifilis, picaduras de insectos” (Shanley et al., 2002, Taylor,
2005). En el Pera se encuentran principalmente en la region de San Martin, Loreto, Madre de
Dios y Ucayali (Bocanegra, 2009, p. 47). Ademds, “ha sido demostrado en estudios
experimentales que el aceite de copaiba tiene una marcada actividad antibacteriana,

antiinflamatoria y cicatrizante” (Ulloa, 2005).

“Los fluidos supercriticos tienen la capacidad y particularidad de extraer ciertos compuestos
quimicos bajo la combinacién de temperatura y presion” (Brunner, 2005, Rozzi y Singh, 2002).
“El CO- es el fluido supercritico mas utilizado debido a que es no tdxico, no inflamable, no
corrosivo, bajo costo, se elimina facilmente y no deja residuos en los extractos. Ademas, sus
condiciones criticas son relativamente faciles de alcanzar y se consigue con diferentes grados
de pureza” (Brunner, 2005, Hurtado, 2002, Rosa & Meireles, 2005).

Mayormente los estudios de la copaiba estan relacionados a la oleorresina extraida de la
corteza del arbol, dejando a un lado las demas partes del arbol, como las hojas, en el cual
podemos buscar una forma de aprovechamiento, utilizando diéxido de carbono supercritico,
por tanto, el trabajo de investigacion se enfocé en optimizar las condiciones de proceso para
la obtencién de extractos de la hoja de Copaifera officinalis (Copaiba) por tecnologia

supercritica.
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1.1.Formulacion del problema de investigacion

¢, Cuales fueron las condiciones Gptimas para el proceso de obtencidon de extractos a partir de

la hoja de Copaifera officinalis (Copaiba) obtenidos por CO; supercritico?

1.2.Hipé6tesis de investigacion

Ho: No existe influencia significativa de las condiciones de extracciébn para optimizar el
rendimiento global, contenido fendlico y actividad antioxidante en los extractos obtenidos a

partir de hoja de Copaifera officinalis (Copaiba) por tecnologia supercritica.

Hi: Existe influencia significativa de las condiciones de extraccion para optimizar el
rendimiento global, contenido fendlico y actividad antioxidante en los extractos obtenidos a

partir de hoja de Copaifera officinalis (Copaiba) por tecnologia supercritica.

1.3.0bjetivos

1.3.1 Objetivo general

Optimizar las condiciones operacionales para la obtencién de extractos de la hoja de Copaifera
officinalis (Copaiba) obtenidos por CO; supercritico.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar la composicion proximal de la hoja de copaiba.

Determinar la curva de extraccion de la hoja de Copaiba (Copaifera officinalis).

Evaluar la influencia de la temperatura (41, 45, 55, 65y 69 °C) y presion (11, 13, 18, 23y 25

MPa) en el rendimiento, contenido de compuestos fendlicos (TPC) y actividad antioxidante por

los métodos (DPPH y ABTS) de los extractos de la hoja de Copaiba (Copaifera officinalis).
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Costa-Machado et al. (2014), en su estudio “Extraccién de compuestos bioactivos de
Copaifera langsdorffii por fluidos supercriticos”, propuso “la optimizacion mediante el uso de
un disefio experimental tipo Box-Behnken, de dos compuestos bioactivos (quercitrina “Q” y
acido caurenoico “AC”), a partir de las hojas de C. langsdorffii empleando el método de fluidos
supercriticos. Los factores estudiados fueron: presion (100 a 400 bar), temperatura (40 a 70
°C) y % de etanol en el diéxido de carbono (0 a 50 %). Las variables evaluadas fueron las
cantidades de Q y AC en los extractos. El tiempo de extraccion se determin6é mediante un
estudio cinético, resultando en un tiempo de 120 min. Los valores de Q encontrados fueron de
5 a 13 mg/g de extracto y de AC de 86 a 296 mg/g de extracto”. El andlisis estadistico fue
significativo y las condiciones Optimas alcanzadas de contenido de quercitrina y acido
caurenoico fueron 14.7 y 240.9 mg/g, respectivamente.

Dorado, Hurtado-Benavides & Martinez-Correa (2016), en su estudio “Extraccién con CO;
supercritico de aceite de semillas de guanabana (Annona muricata): cinética, perfil de acidos
grasos y esteroles”, utilizaron “diéxido de carbono supercritico a presiones de 20 y 35 MPa y
temperaturas de 40 y 60 °C, a un flujo constante de dioxido de carbono de 30 g/min y tiempo
de extraccién de 150 min. Se plante6 un disefio experimental para el estudio del efecto de la
presion y la temperatura sobre el rendimiento, perfil de acidos grasos y esteroles. La
composicion en acidos grasos y esteroles se realiz6 por el andlisis por cromatografia de gases.
La presioén tuvo un efecto significativo sobre el rendimiento alcanzando 12.9%. El acido oleico
fue el compuesto mayoritario, seguido del acido palmitico y linoleico. En menor proporcion se
encontraron el acido esteérico, palmitoleico, linolénico y dodecanoico”. Por lo tanto, el aceite
obtenido libre de solventes muestra potencial para ser usado como ingrediente natural en

diferentes industrias.

Cerodn, Hurtado & Ayala (2016), en su estudio “Efecto de la presion y temperatura de extraccion
con CO; supercritico sobre el rendimiento y composicion quimica del aceite presentes en las
semillas de guayaba (Psidium guajava)”, “con el fin de determinar el efecto de la presion (20-
35 MPa) y temperatura (40-60 °C) en el rendimiento de recuperacion de extraccion y su
composicion quimica, se trabajé con un flujo constante de CO, (30 g/min) y tiempo de

extraccién (150 min). Los aceites obtenidos fueron analizados por cromatografia de gases de
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acuerdo con su perfil de 4cidos grasos. Los resultados obtenidos permitieron establecer que
la presion ejercié un efecto significativo sobre el rendimiento 13.9% a 35.7 MPa y 52 °C. Los

acidos grasos identificados fueron: linoleico, palmitico, oleico y estearico”.

Reyes-Najar et al. (2011), en su estudio “Obtencién de extractos de Jengibre (Zingiber
officinale) empleando CO; supercritico”, se obtuvieron extractos a partir del jengibre,
“utilizando diéxido de carbono supercritico a diferentes condiciones de presion y temperatura.
Los extractos que se obtuvieron se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM). La extraccion supercritica permiti6 obtener extractos
limpios, libres de solvente, alcanzando un rendimiento de 1.5% a 17.9 MPa y 40 °C. Se
lograron identificar mas de treinta componentes presentes en los extractos, algunos de los

cuales poseen actividad biologica”.

2.2. Fundamentos tedricos

2.2.1. Copaiba (Copaifera officinalis)

Este arbol Copaifera officinalis (Figura 1) alcanza un aproximado de 20 a 30 metros de altura,
de tronco recto, con copa globosa y amplia, puede alcanzar 30 metros de alto. En la Amazonia
Peruana se encuentran en los departamentos de Ucayali, Madre de Dios, San Martin y Loreto.
“Las especies mas representativas encontradas son la Copaifera officinalis, Copaifera
guianensis, Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera confertiflora,
Copaifera cariacea y Copaifera cearensis Huber ex Ducke” (Francia, 2013, p 60, Veiga & Pinto,
2002). Sus hojas son de color verde y pinados a pares, sus flores son de color blanco que se
agrupan en racimos terminales y su fruto es una legumbre con una sola semilla. También es

conocida con otros nombres como aceite de palo, arbol de aceite, copai.

igura 1. Copaifera officinalis (Copaiba)
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La extraccion de la oleorresina o aceite de copaiba se practica de manera rudimentaria y
artesanal, “haciendo un orificio en el tronco, de preferencia de los arboles de mayor edad,
mediante incisiones en la corteza del arbol, en la base del tronco. La cosecha puede realizarse

todo el afio” (Romero, 2007).

2.2.2. Propiedades farmacoldgicas de la copaiba

La oleorresina de copaiba ha sido estudiada y por ende recomendada para el tratamiento de
distintos males. En la Tabla 1, se muestran algunas de las propiedades farmacologicas del
producto las cuales han sido comprobadas mediante investigaciones.

Tabla 1
Propiedades Farmacolégicas de la oleorresina de Copaiba

Enfermedad tratada Propiedad Farmacoloégica
Anti-inflamatorio
Antiséptico
Vias urinarias Tratamiento de sifilis
Incontinencia urinaria
Bronquitis
Neumonia
Sinusitis
Antiasmatico
Inflamacion de garganta
Piel Cicatrizante
Cancer al Cuello uterino
Céncer al estomago

Vias respiratorias

Otros

Fuente: (Ponte et al., 2003)

La oleorresina de Copaiba “es el producto de la descomposicion de las membranas celulares
en el interior del tronco del arbol y se acumulan en cavidades internas denominadas canales
longitudinales. En términos biol6gicos podemos decir que es producto del metabolismo
secundario de la planta” (Feng et al., 2009). “La composicion quimica del aceite es de 15% de
aceites volatiles y el 85 % restante por resinas y acidos grasos. Entre las resinas con accion
biolégica tenemos: sesquiterpenos, diterpenos” (acido Copalico y acido Kaurenoico) y “acidos

terpénicos” (Lafont, P4ez y Edineldolans, 2010).
2.2.3. Usos de la oleorresina de copaiba
El aceite de copaiba actualmente tiene aplicacion en la industria farmacéutica para la

fabricacion de jabones, cosméticos y pomadas, pero es en la medicina natural y folkl6rica que

tiene un mayor impacto. “En la medicina tradicional es utilizado como cicatrizante de heridas
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y Ulceras cutdneas, amigdalitis, cancer, herpes, inflamaciones, cistitis, micosis dérmica,
sarna, tos, bronquitis cronica, asma, Ulceras estomacales, dolor de oido, psoriasis,
hemorroides, artritis, dolores musculares, proéstata, sifilis, sinusitis, tétano, picaduras de
insectos, golpes, hinchazones, abscesos, incontinencia de la orina; y como antiséptico,
astringente, antirreumatico” (Shanley et al., 2002, Taylor, 2005). Se ha demostrado en
estudios experimentales que el aceite de copaiba tiene una marcada actividad antibacteriana,

antiinflamatoria y cicatrizante que validan sus usos tradicionales (Ulloa, 2005).

2.2.4. Métodos de extraccion

2.2.4.1. Extraccion por Soxhlet

“Es un método de extraccidon continuo que se utiliza para materias sélidas. Consiste en colocar
el material a extraer, previamente molido y pesado, en un cartucho o filtro que se introduce en

o 1]

la cAmara de extraccion, conectada a un recipiente “balén”. El disolvente adicionado al balén
se calienta a ebullicion, el vapor asciende por el tubo lateral y se condensa en el refrigerante,
cayendo sobre la materia-prima. La extracciéon tipo Soxhlet debe cumplir: la seleccién del

solvente, la matriz sélida y las condiciones de operacion” (Lamarque et al., 2008).
2.2.4.2. Extraccion por maceracioén

La maceracion es un método de extraccion muy utilizado y consiste en poner en contacto la
materia prima con el disolvente a temperatura ambiente en un recipiente cerrado durante un
periodo prolongado (dias o horas). Ademas, es un proceso no selectivo que resulta en un
equilibrio de concentracién entre la materia prima y el disolvente, siendo influenciado por
factores que dependen de la materia (su naturaleza, tamafio de particula, grado de humedad
y cantidad en peso), y del disolvente (su selectividad y cantidad en volumen) (Soares, 2005).
La maceracion es el método elegido cuando los principios activos pueden sufrir cambios en el
calor o el aire y son solubles a temperatura ambiente en un disolvente que no debe ser volatil
(Miranda & Cuellar, 2001, p. 60).

2.2.5. Extraccion por fluido supercritico (SFE)

Los métodos comunes usados para la extraccion de compuestos bioactivos en matrices
vegetales involucran la aplicacion de solventes de distintas polaridades en grandes
cantidades, acompafiada de un alto costo y del cuestionamiento del uso de estos (Menaker,
Kravets, Koel, Orav, 2004, Cavero et al., 2006).
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En la actualidad existe un interés para obtener extractos puros, libres de solventes, en ese
sentido, la extraccion con fluidos supercritico emplea el diéxido de carbono como solvente
para la extraccion en forma selectiva de los componentes solubles de una materia prima en
este solvente (Cavero et al., 2006). En la Figura 2, se muestra el comportamiento que sigue

un fluido supercritico.
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Figura 2. Diagrama de temperatura versus presion de una sustancia para conocer las condiciones de
punto triple y punto critico
Fuente: (Vasquez, 2008).

La Figura 2 muestra la relaciéon de los puntos entre los estados sélido, liquido y gaseoso en
funcion de la temperatura y presion. En el punto triple (PT) coexisten las tres fases. Sobre el
punto critico (PC) la sustancia no es ni liquida ni gaseosa, sin embargo, posee propiedades

de ambas (Vasquez, 2008).

2.2.5.1. Fluido supercritico

“Un fluido supercritico es cualquier sustancia a una temperatura y presion por encima de su
punto critico, tiene la propiedad de difundirse a través de los sélidos como un gas, y de disolver
los materiales como un liguido. Asimismo, puede cambiar rapidamente la densidad con
pequefios cambios en la temperatura o presion. Los fluidos supercriticos tienen la capacidad
de extraer determinados compuestos bajo la combinacion de temperatura y presién” (Brunner,
2005, Rozzi & Singh, 2002). Las principales caracteristicas de un fluido supercritico es la
posibilidad de alterar su densidad, variando su presion y temperatura. Una vez que la densidad
esta directamente relacionada con la solubilidad (Del Valle & Aguilera, 1999). Otras ventajas,
en comparacion con otras técnicas de extraccion, son con el uso de solventes generalmente
conocidos como seguros, mayor eficiencia del proceso de extraccién (en términos de aumento

del rendimiento).
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La extraccion con fluidos supercriticos no deja residuos en los extractos y permite el reciclaje
del solvente extractor. EI CO, supercritico se ha empleado en innumerables aplicaciones
industriales como: alimentos, agricultura, acuicultura, pesticidas, procesos microbianos,
petroquimica y farmacéutica (Brunner, 2005, Sanchez et al., 2005, Tonthubthimthong et al.,
2001, Vagi et al., 2005).

La Tabla 2, muestra algunos solventes que se usan con mayor frecuencia como fluidos
supercriticos. Por otro lado el diéxido de carbono supercritico es la sustancia mas utilizada por
sus propiedades termodindmicas criticas que son moderadas (31.1°C y 7.38 MPa), ademas
no es toxico, quimicamente estable, no inflamable y facilmente removido del material extraido
(Reyes-Najar, Castro-Vargas, Rodriguez-Varela, Quijano-Celis, Parada-Alfonso, 2011).

Tabla 2
Fluidos supercriticos mas utilizados en la extraccién supercritica

Nombre Tc (°C) Pc (MPa) p (g/lcm?)
Diéxido de carbono 31 7.38 0.469
Etileno 9 5.04 0.218
Tolueno 319 4.10 0.292
Etanol 241 6.14 0.276
Agua 374 22.12 0.323
Benceno 298 4.89 0.218

Tc = temperatura critica; Pc = presion critica; p = densidad
Fuente: Mendes et al., 2003

La SFE (Supercritical Fluid Extraction) “es una técnica que ya es conocida y utilizada por
muchos investigadores para obtener compuestos volatiles, flavonoides, triterpenoides y otras
sustancias” (Fernandez, 2008). “Una condicion que presenta el diéxido de carbono como fluido
supercritico es su caracter apolar, que hace que sea un solvente poco adecuado para
compuestos polares, sin embargo, al adicionar un modificador podemos variar la polaridad del
fluido para extraer compuestos polares, siendo el etanol el modificador mas utilizado”
(Vasquez, 2008). “Asimismo, la solubilidad del diéxido de carbono es menor a medida que
aumenta el peso molecular de los compuestos a disolver” (Diaz-Reinoso et al., 2006). “Por
otro lado, esta caracteristica que menciona puede no ser una desventaja, puesto que confiere
una mayor selectividad en la extraccibn de compuestos y mayor posibilidad en el
fraccionamiento de estos” (Pereira & Meireles, 2007). La Tabla 3, nos muestra algunos

trabajos relacionados a la extraccion con didxido de carbono supercritico.



Tabla 3
Resumen de publicaciones utilizando diéxido de carbono supercritico como solvente extractor

Materia Prima Compuesto Presion (MPa) Temperatura (°C) Referencia

Extraccion de colorantes naturales

Zanahoria Carotenos 34.2 a 57 30a50 Vega et al., 1996)
Camote B-caroteno 13.8a41.4 38a48 (Spanos et al., 1993)
Semillas de achiote Bixina 20.7 a 48.3 40a 55 (Degnan et al., 1991)
Residuos de tomate B-caroteno y licopeno 20a30 35a65 (Baysal et al., 2000)
Piel de la uva roja Antocianinas 7al5 80 (Blasco et al., 1999)

Extraccion de aromas naturales

Aceite de cascara de naranja Terpenos 7.7a12 40 (Chouchi et al., 1996)
Jugo de frutas citricas Limonina 20.7a414 30a60 (Kimball, 1987)
Plantas aromaticas Aceites esenciales 20 40 (Blasco et al., 1999)

Extraccion de antioxidantes

Semilla de tamarindo Antioxidante 10a 30 40 a 80
(Tsuda et al., 1995)

Descafeinado de café

Café Cafeina 16 a 22 90 »
(Williams, 1981)

Fuente: (Sahena et al., 2009)
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CAPITULO llI
MATERIALES Y METODOS

3.1.Ambitos y condiciones de la investigacion

3.1.1.Contexto de la investigacion

La investigacion se ejecutd integramente en los ambientes del Laboratorio de Ingenieria de
Procesos (LABIP) de la Facultad de ingenieria Agroindustrial, localizada en la ciudad
universitaria de la Universidad Nacional de San Martin.

El Perd es conocido como un pais rico por su gran diversidad de recursos naturales, lo que
nos permite aprovechar diversas matrices vegetales para darle un valor agregado con armonia
del medio ambiente. En ese sentido este trabajo fue importante para poner en valor los
beneficios que tienen nuestros recursos genéticos de los bosques de la regibn San Martin,
siendo el actor importante de este estudio las hojas de la copaiba (Copaifera officinalis). La
obtencion de los extractos fue llevada a cabo utilizando una técnica emergente denominada
de extraccion por fluido supercritico, siendo esta técnica muy versatil ya que permite extraer
algunos compuestos bajo la combinacién de la temperatura y presién. Ademas, se caracteriza

por ser una tecnologia ecolégicamente verde (Brunner, 2005; Rozzi y Singh, 2002).
3.1.2. Periodo de ejecucion

El periodo de ejecucion de la presente investigacion fue de 2 afilos aproximadamente.
3.1.3. Autorizaciones y permisos

No aplica para esta investigacion.

3.1.4. Control ambiental y protocolos de bioseguridad

No aplica para esta investigacion. Sin embargo, para los protocolos de bioseguridad contra el
Coronavirus (Covid-19) se siguieron las recomendaciones implantadas por del ministerio de

salud.
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3.1.5. Ampliacion de principios éticos internacionales

Durante la ejecucion del proyecto se respet6 todos los principios éticos internacionales
sugeridas por la Universidad Nacional de San Martin.

3.2. Sistemas de variables

3.2.1. Variables principales

Dentro de las variables principales que se abordd en este estudio, podemos mencionar:

Variable independiente

e Temperatura (41, 45, 55, 65y 69 °C)
e Presion (11, 13, 18, 23y 25 MPa)

Variable dependiente

e Rendimiento global de extraccion (Xo)
e Contenido de compuestos fendlicos (TPC)
e Actividad Antioxidantes por los métodos (DPPH y ABTS)

3.3. Procedimientos de la investigacion

Las hojas de copaiba (Copaifera officinalis) fueron recolectadas en el
Proyecto Especial Huallaga Central y Bajo Mayo, ubicado en el distrito de Tarapoto como
vemos en el Anexo 1. La parte experimental del trabajo de investigacion se llevo a cabo en el
Laboratorio de Ingenieria de Procesos (LABIP) de la Facultad de Ingenieria Agroindustrial
(FIAI) de la Universidad Nacional de San Martin (UNSM). Después de la recepcion de las
hojas de copaiba se hizo una verificacion para retirar materiales extrafios. A seguir las hojas
fueron secadas a temperatura ambiente (28°C) por 30 dias, en un cuarto cerrado, para evitar
la degradacién de algin compuesto. Después del secado las hojas fueron trituradas, con la
finalidad de reducir el tamafio de la particula para aumentar el area de contacto
(solido/solvente) y reducir el recorrido que el soluto tiene que hacer en el interior de la particula
(Brunner, 2005), conforme se muestra en la Figura 3. El material triturado fue acondicionado

en frascos de vidrio, identificado y almacenado en congeladora a - 18 °C.
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Figura 3. Etapas del pretratamiento de la materia prima

3.3.1 Objetivo especifico 1 — Caracterizar la composiciéon proximal de la hoja de copaiba.

Se realiz6 en el Laboratorio de Investigacion y el Laboratorio de Andlisis y Composicion de los
Alimentos de la Facultad de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional de San
Martin. En los Anexo | - 2y Anexo | - 3, podemos observar la composicion proximal (humedad,
grasa, proteina, fibra, ceniza y carbohidratos) de las hojas de copaiba se hizo siguiendo los
métodos de la AOAC (2005):

3.3.2 Objetivo especifico 2 — Determinar la curva de extraccion de la hoja de Copaiba
(Copaifera officinalis).

3.3.2.1. Extraccion acelerada por fluido supercritico

Preparo de la celda de extraccion:

La preparacion de la celda de extraccion siguié un procedimiento estandar para todas las
extracciones que fueron realizadas. Se utilizé una celda de extraccion de 20 mL. Inicialmente,
se cerrd un extremo de la celda para colocar pequefias perlas de vidrio, en seguida se agreg6
4 gramos de muestra (Pasquel, 2014) y finalmente el volumen restante se rellen6é nuevamente
con perlas de vidrio. Los experimentos fueron realizados y evaluados a través de un disefio
tipo Compuesto Central Rotacional (DCCR) de 22, con 4 puntos axiales (niveles + a) y 4 puntos
centrales, resultando en un total de trece experimentos como vemos en el anexo 4. Las
variables independientes para tener en cuenta para el disefio fueron la temperatura de (41,
45, 55, 65 y 69 °C) y la presion (11, 13, 18, 23 y 25 MPa), definidos de acuerdo con las
limitaciones del equipo, conforme se muestra en la Tabla 4. Asimismo, el flujo de cosolvente

y el flujo de CO; fueron mantenidos constantes. la variable dependiente como respuesta de
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esta investigacion fueron el: rendimiento global de extraccion, contenido de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante por los métodos (DPPH y ABTS).

Tabla 4
Disefio compuesto central rotacional con los valores codificados y reales

Experimento Variables codificadas Variables
reales

X1 X2 X1 Xz
1 -1 1 45 13
2 +1 -1 65 13
3 -1 +1 45 23
4 +1 +1 65 23
5 -1.41 0 a1 18
6 +1.41 0 69 18
7 0 -1.41 55 11
8 0 +1.41 55 25
o 0 0 55 18
10 0 0 55 18
11 0 0 55 18
12 0 0 55 18
13 0 0 55 18

X1 = Temperatura (°C); X2 = Presion (MPa)

3.3.3 Objetivo especifico 3 — Evaluar la influencia de la temperatura (41 - 69 °C) y presion
(11 - 25 MPa) en el rendimiento, contenido de compuestos fendlicos (TPC) y actividad
antioxidante por los métodos (DPPH y ABTS) de los extractos de la hoja de Copaiba

(Copaifera officinalis) en los extractos de la hoja de Copaiba (Copaifera officinalis).

El tiempo de extraccion se fij6 en 65 minutos, para las pruebas de rendimiento global. El
porcentaje de rendimiento global (Xo) de los extractos obtenidos por la técnica de extraccion
acelerada por fluido supercritica fue calculado relacionando la masa total del extracto (Mextrato)

en base seca y la masa de alimentacién de materia-prima (F), de acuerdo con la Ecuacion 1.

Xo = % x 100 Ecuacion 1

La Mexwrato fue determinado retirando un volumen determinado de 3 mL de los extractos liquidos
para luego ser inseridos en frascos de vidrio previamente pesados. En seguida los frascos
fueron llevados a estufa convencional a 105 °C donde fueron dejados hasta peso constante.
Como se conocia el volumen inicial de cada extracto y por regla de tres se determinaba la

masa de cada extracto.
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Para el andlisis de los compuestos fenolicos totales y la actividad antioxidante (DPPH y ABTS),
el extracto concentrado se diluyé con etanol en un matraz aforado de 10 mL, hasta obtener la

dilucion deseada.

444.1. Determinacion del contenido de compuestos fendélicos (TPC)

Para determinar la cantidad de los fenoles totales presentes en los extractos de hoja de
Copaiba, se diluy6 la muestra, donde se agreg6 0.5 mL de extracto puro y enrasado en una
fiola de 10 mL con etanol. Posteriormente se utilizé el método de reactivo de Folin descrito por
Singleton y Rossi (1965), con algunas modificaciones para los extractos (Singleton et al.,
1999).

Para poder realizar nuestra curva padrén en el analisis de compuestos fendlicos totales, se
mezclé 10 mL de agua destilada con 2 g de carbonato de sodio, y se pes6 0.0010 g del padrén

acido galico y se complet6 para un balon volumétrico de 10 ml como la solucién extractora.

La determinacion de los compuestos fendlicos se realiz6 afiadiendo en tubos de ensayo una
alicuota de 200 pL de la solucién de etanol/extracto y 1500 uL de agua destilada. A seguir, se
puso 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu. Después de 5 minutos, se adicion6 200 pL de una
solucion acuosa de carbonato de sodio al 20 %. Las soluciones permanecieron 30 minutos en
reposo, protegidas de la luz, hasta la realizacion de los experimentos. Finalmente, la lectura
se hizo a una absorbancia de 765 nm. El contenido de fenol total se determind interpolando la
absorbancia de las muestras contra una curva de calibracién construida con el estdndar de
acido galico y expresado en miligramos equivalentes de &cido galico por gramo de extracto

(mg EAG/g de materia prima).

444.2. Determinacién de actividad antioxidante, método DPPH

Sagun Brand-Williams et al. (1995), se basa en la captura de radicales libres, siendo uno de
los mas utilizados, ya que se considera un método rapido, practico y con buena estabilidad. El
DPPH (1.1-difenil-2-picrilhidrazilo) es un radical de nitrdgeno orgénico estable de color violeta
gue tiene una absorcién en el rango de 515 nm. Para cuantificar la capacidad antioxidante,
fue necesario realizar una curva trolox estadndar basada en las medidas de absorbancia, con
el fin de representar el porcentaje de inhibicion versus la concentracién de trolox (UM),
construida por regresion lineal. Inicialmente se prepard una solucion de DPPH disolviendo
0.00985 g en 50 mL de etanol, después de la dilucion del reactivo se hizo un blanco (3.5 ml

de etanol con 300 pL del reactivo) para ser leido en el espectro a 515 nm; esta solucién tiene
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que estar a una absorbancia de 0.8 para poder ser utilizado en los andlisis. Para realizar las
corridas con la muestra del extracto, se tomé el extracto puro, ya que era la dilucion correcta

gue se necesitaba para este analisis.

La determinacién del radical nitrdgeno organico se realiz6 afiadiendo en tubos de ensayo una
alicuota de 500 pyL de la solucién de metanol / extracto, se afiadieron 3 mL de etanol,
posteriormente se afadieron 300 yL de reactivo DDPH que anteriormente se estabilizé a 0.8
de absorbancia. Las soluciones permanecieron 45 minutos en reposo, protegidas de la luz, y

finalmente se determind la absorbancia a 515 nm en un espectrofotometro.

4.4.4.3. Determinacion de actividad antioxidante, método ABTS

Uno de los métodos mas utilizados para medir la actividad antioxidante es el del radical ABTS
producido a partir de un precursor, el acido 2.2-azinobis (acido 3-etil-benzotiazolina-6-
sulfénico), que se puede generar mediante una reaccién quimica, electroquimica o enzimatico.
El radical ABTS es un compuesto croméforo quimicamente estable, tiene una alta solubilidad
en agua y se basa en la capacidad de los antioxidantes para capturar el cation ABTS". Esta
captura provoca una disminucién de la absorbancia, que se lee de la mezcla del radical con el
antioxidante en diferentes momentos. Este método tiene una ventaja sobre otros, ya que
puede usarse tanto para muestras solubles en agua como solubles en grasa. EI método

utilizado fue descrito por Re et al. (1999) con algunas modificaciones.

Se utilizé trolox (acido 6-hidroxi-2.5.7.8-tetrametilcromo-2-carboxilico) como antioxidante de
referencia, que se preparé en metanol y se almacend como una solucion estandar. Se disolvio
0.0384 g de ABTS y 0.00662 g de Persulfato de Potasio 2.45 mM separadamente en 3 mL de
agua destilada, Posteriormente se mezcld las dos soluciones y se colocd en un balbn
volumétrico de 10 mL. Las mezclan se mantuvieron por 16 horas en un lugar oscuro a 25 °C
para que se puedan liberan los radicales. La solucion ABTS se diluyé en etanol con la relacion
1:100 para verificar la absorbancia de 0.70 + 0.02 a 734 nm ante de usar en los analisis. Para
realizar las corridas con la muestra del extracto, se diluyé la muestra, agregando 0.5 mL de
extracto puro y enrasado en una fiola de 10 mL con etanol, para que la dilucién sea la correcta

para dicho analisis.

La determinacién del radical ABTS se realizé afiadiendo en tubos de ensayo una alicuota de
20 pL de la solucion de etanol/extracto, se afiadieron 2 mL de solucion ABTS. Las soluciones
permanecieron 6 minutos en reposo, protegidas de la luz, y finalmente se determiné la

absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presenta todos los resultados obtenidos durante la parte experimental,
partiendo desde la caracterizacibn de la materia prima, determinacion de la curva de
extraccion y evaluacion de la influencia de la temperatura y presion en el rendimiento,
contenido de compuestos fendlicos (TPC) y actividad antioxidante por los métodos (DPPH y

ABTS) de los extractos de la hoja de Copaiba (Copaifera officinalis).

4.1. Caracterizacion de las hojas de copaiba

La Tabla 5, nos muestra el contenido de lipidos, fibra cruda, cenizas, humedad, proteinas
totales y carbohidratos presentes en la hoja de copaiba secas. Los resultados se obtuvieron

por triplicado, y se presentan como media + desviacion estandar.

Tabla 5
Caracterizacion de las hojas de copaiba (Copaifera officinalis)
Andlisis Hojas de Copaiba
(9/100 g muestra seca y triturada) (Media)

Lipidos (%) 12.06 + 0.58
Fibra cruda (%) 18.24 + 0.05
Cenizas (%) 3.81+0.09
Humedad (%) 0.88+0.01
Proteinas totales (%) 8.22 + 0.02
Carbohidratos (%) 75.03

Fuente: Elaboracién propia

Cabe sefialar que las caracteristicas mencionadas en la Tabla 5, pueden ser influenciadas por
factores, como el tipo suelo, clima, lugar de procedencia, entre otros, por otro lado, en la
semilla almendra de (Copaifera officinalis L) segun estudios presenté un 80.50 +0.05% de
carbohidratos y un 11.02 +0.03% de proteinas, en menores proporciones se encuentran la
grasa cruda con 3.180 £0.12%, la fibra con 2.62 £0.049%, humedad 0.0714+0.0004%, cenizas
2.671£0.12%. (Lafont et al., 2011).

Tanto en la hoja como en la semilla de copaiba presentan un bajo contenido de humedad lo

gue favorece a que no se deterioren los alimentos (Belen et al, 2005).



31

Adicionalmente, el andlisis de proteinas revela que es mayor para la semilla con 11.020
+0.030%, sin embargo, ambos presentan buen valor nutricional, por lo que la hoja de copaiba

es una buena fuente para estudios, que beneficien al ser humano.

4.2. Extraccion acelerada por fluidos supercriticos
4.2.1 Ensayos preliminares — Construccién de las curvas de extraccion

Durante el experimento cinético se tomd en cuenta la condicion mas amena del planeamiento
experimental, es decir: temperatura (41 °C) y presion (11 MPa). Adicionalmente, el caudal de
CO, fue fijado en 0.5 y 2 mL/min, respectivamente. Del mismo modo se fij6 el flujo de
cosolvente y el tiempo estéatico en 10 min. Partiendo de esta informacion fue posible construir

las curvas de extraccién vy fijar el tiempo de extraccion, conforme se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Construccion de las curvas de extraccion a partir de las hojas de copaiba.

La curva de extraccién nos muestra un rendimiento mayor en el experimento a un caudal de
CO; de 0.5 mL/min (Xo = 18%), con relacién al experimento con caudal de CO2 2 mL/min (Xo
= 9.2%). Esto nos demuestra que el CO; en su estado supercritico a un caudal menor al entrar
en contacto con la muestra, retirara con mayor facilidad los compuestos presentes en la hoja
de copaiba, demostrando un efecto positivo durante la extraccién. En ese sentido a fin de
determinar el tiempo de extraccion se observo la curva de extraccién de los ensayos
preliminares y fue posible observar que en 65 minutos la curva se estabilizo de forma que la

etapa difusiva fuese alcanzada, garantizando que la mayor parte del soluto sea extraida.
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Finalmente, en la Tabla 6 muestra los valores experimentales, realizados para evaluar los
efectos de la presion y temperatura durante las extracciones sobre el rendimiento global,
contenido total de compuestos fendlicos y actividad antioxidante. Asimismo, el mayor
rendimiento (17.73 = 0.23 %), conforme se muestra en la Figura 5, fue observado a una
temperatura de 65 °C y 23 MPa. La mayor recuperacion de compuestos fendlicos (2.604 +
0.318 mg EAG/gramo de materia prima) se encontr6 a 65 °C y 13 MPa. La mayor
concentracion de actividad antioxidante por los métodos DPPH (4.056 + 0.085 pmol TE/ gramo
de materia prima) y ABTS (511.591 + 2.245 ymol TE/ gramo de materia prima) fue observado
en la zona de una temperatura de 55 °C y presiones de 11 y 18 MPa, respectivamente.



Tabla 6

Resultados obtenidos por extraccion supercritica
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(A) Materia prima — Hojas de copaiba

Metodo Cosolvente TEMperatura Presion  Densidad de Xo® TPCO AAD
(°C) (MPa) COz (Kg/md) (%) DPPH ABTS
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 45 13 693.65 11.76 £0.38 1.723+£0.124 4.005%0.061 401.382 +£5.520
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 65 13 447.46 16.45+0.21 2.604+£0.318 3.375x0.178 474.198 £5.272
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 45 23 841.16 12.72 £ 0.43 2.043£0.045 3.780x0.165 427.063 £2.125
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 65 23 737.82 17.73+£0.23 2559+0.146 3.074+0.078 491.693 £+ 4.303
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 41 18 813.60 11.17+£0.06 2.102£0.207 3.804 +0.040 408.427 £ 3.617
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 69 18 619.80 1549 +£0.22 2.209+£0.065 3.707 +£0.093 468.563 £1.109
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 55 11 414.90 13.74 £0.28 1.969+£0.054 4.056 +0.085 438.874 +6.876
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 55 25 810.65 14.25+0.17 2.180%£0.151 3.850+0.037 426.978+£1.103
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 55 18 723.08 13.54+£0.13 2.095%+0.194 3.862+0.036 483.209 +£5.311
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 55 18 723.08 1448 £+0.32 2.451+0.194 2.845+0.067 474.837 £4.706
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 55 18 723.08 14.69£0.26 2.346 £0.142 3.502 +0.044 499.300 £ 4.303
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 55 18 723.08 1450+ 0.21 2.151+0.048 3.856+0.087 511.591 + 2.245
SFE+Cosolvente  CO2:EtOH 55 18 723.08 1469+ 0.16 2.261+0.145 3.516+0.059 505.445 + 8.691

Fuente: Elaboracién propia

Nota: Resultados fueron expresos como la media + desviacion estandar. SFE = Extraccion con fluido supercritico; X, = Rendimiento global (%); TPC = Contenido de compuestos
fendlicos (mg EAG/gramo de materia prima); AA = Actividad antioxidante, fue expresada como ymol TE/ gramo de materia prima).
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4.2.2 Obtencion de los extractos por fluido supercritico

Los ensayos de extraccion con didxido de carbono supercritico fueron realizados siguiendo un
planeamiento experimental tipo Compuesto Central Rotacional (DCCR) de 22, con 4 puntos

axiales (niveles * a) y 4 puntos centrales.

En el analisis de rendimiento como vemos en la Figura 5y 6, se constatd que el mayor
rendimiento de extraccion (17.73 £+ 0.23 %) fue encontrado en la zona de 65 °C. Fue posible

observar el incremento del rendimiento con el aumento de la temperatura.
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Figura 5. Rendimiento global — Superficie de respuesta
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Figura 6. Rendimiento global — Superficie de contorno

El ANOVA de rendimiento (Anexo II-1) se observa que solo la temperatura tuvo influencia
significativa (p<0.05) en el rendimiento, lo que indica que para poder optimizar el proceso se

tiene que variar la temperatura.

Se hace mencion a continuacion los valores de porcentajes de extraccion del aceite de semilla
del canime (Copaifera officinalis L) con diferentes solventes, se observa que el mayor
porcentaje de rendimiento corresponde al hexano con valor de 3.18+0.12% el cual presentd
un color amarillo rojizo, le sigue el éter de petroleo con rendimiento de 2.84+0.13% el aceite
obtenido con este solvente mostrd coloracién verdosa y el menor porcentaje fue obtenido con
acetato de etilo con valor de 2.47+0.13%; es evidente, que en todos los casos el rendimiento
en la extraccion del aceite de canime es bastante pobre; razon por el cual no amerita su
aislamiento de la semilla.(Lafont et al., 2011), es decir el solvente (etanol) que usamos en esta
investigacion fue de mucha ayuda para poder obtener extractos de la hoja de copaiba con un

rendimiento alto ante el aceite de semilla de canime (Copaifera officinalis L).
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4.3. Analisis de la composicion quimica de los extractos

4.3.1. Determinacién del contenido de compuestos fenélicos (TPC)

El efecto de la temperatura y presion fueron estudiados sobre el contenido total de compuestos
fendlicos presentes en las hojas de la copaiba. La Figura 7 y 8, nos muestra que la mayor
extraccion de fendlicos (2.604 + 0.318 mg EAG/gramo de materia prima) fue observada en la
zona de una temperatura de 65 °C a 20 MPa. Se observo que a mayores temperaturas la
extraccion de fendlicos tiende a ser mayor debido a que estos compuestos son solubilizados
con mayor facilidad a temperaturas mayores. De acuerdo con Carrera et al. (2012), la mayor

recuperacion de compuestos fendlicos se hace principalmente a temperaturas elevadas.

1.8

1.6

TPC (Y2, (mg EAG/g MP))

1.4

1.2

Figura 7. Contenido de compuestos fendlicos — Superficie de respuesta
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Figura 8. Contenido de compuestos fenélicos — Superficie de contorno

El ANOVA de contenido de compuestos fendlicos (Anexo 1l-2) se observa también que solo la

temperatura tuvo influencia significativa (p<0.05) en el contenido de compuestos fendlicos.

Ademas, la utilizacion de etanol como cosolvente tuvo un papel importante en la extraccion de
fendlicos, debido que los compuestos fendlicos se caracterizan por ser polares y por eso son
solubilizados con mayor facilidad en solventes de mayor polaridad, como el etanol y agua
(Casas et al., 2009). Como se esperaba la adicion de cosolvente “etanol” durante la extraccion

supercritica genero extractos ricos en compuestos fendlicos.

4.3.2. Determinacion de actividad antioxidante por el método DPPH y ABTS

La Figura 9A, indica que hay menor concentracion de antioxidante por el método de DPPH,
es decir, la degradacion de los antioxidantes se not6 a medida que la temperatura aumenta,
indicando que los compuestos responsables de la actividad antioxidante son solubilizados en
temperaturas menores o que indica que estos compuestos sufren degradacion térmica.
Asimismo, la Figura 9B nos indica que podemos optimizar la recuperacion de antioxidantes
por el método ABTS incrementando la temperatura a 60 °C y manteniendo la presion en 18
MPa. Asimismo, la combinacion de CO; (apolar) con etanol (polar) permiti6 extraer otros
compuestos normalmente no extraidos durante la extraccion con didxido de carbono puro,

permitiendo mayor recuperacion de estos compuestos. Esto pudo ser debido a que el etanol
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por ser un solvente polar hizo que los compuestos polares pasen a ser solubilizados por la

mezcla con el diéxido carbono/etanol, aumentando a extraccion.
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Figura 9. Efecto de las condiciones de extraccion sobre la actividad antioxidante por el metodo DPPH

(A) y ABTS (B).
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El ANOVA de actividad antioxidante por DPPH (Anexo 11-3) se observa que ninguna de las
condiciones temperatura y presion tuvo influencia significativa (p<0.05) en la presencia de
antioxidantes, lo que indica que para poder optimizar el proceso se tiene que bajar la

temperatura y presion.

El ANOVA de actividad antioxidante por ABTS (Anexo lI-4) se observa que tiene influencia
significativa (p<0.05) en la temperatura y nos muestra una optimizacion con puntos maximos,

el cual tiene un papel importante la temperatura.

Las variaciones en la actividad antioxidante pueden ser asociado con las condiciones de
pretratamiento de la materia prima, solventes y métodos de extraccion empleados (Cuvelier et
al., 1996, Ames et al., 1993). El método ABTS, aplicado a extractos demostré ser mas eficiente

en la deteccién de compuestos antioxidantes no identificables por el método DPPH.

Asimismo, pudimos observar que la actividad antioxidante esté directamente relacionada con

el contenido total de compuestos fendlicos.

En comparacién con los estudios realizados por otros autores sobre la especie Copaifera
langsdorffii, sinbnimo Copaifera paupera, Copaifera officinalis, se evidencian presencia de
compuestos terpénicos (Gelmini at al, 2013) y (Gramosa y Silveira, 2012) identificaron 55
sesquiterpenos y diterpenos con mas de un enlace doble a partir, por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, de la oleorresina del tronco y aceite esencial del tronco,
fruto, hojas y corteza respectivamente. Existen metabolitos que probablemente sean
responsables de la cicatrizacion en el aceite de Copaifera paupera (Mendoza y Chavez,
2019), por lo que en este trabajo de investigacion se dejan las puertas abiertas a posibles

estudios de la hoja de copaiba.
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CONCLUSIONES

Se aproveché las hojas de copaiba y como materia prima fue relevante por la composicion
proximal, que nos mostré ser una buena fuente de proteinas, carbohidratos, lipidos y fibra que
puede ser de uso beneficioso para las personas y para futuros estudios.

Determinamos la curva de extraccion de la hoja de Copaiba (Copaifera officinalis), para
determinar las condiciones a trabajar, como caudal de CO; a 0.5 mL/min, caudal de cosolvente
a 2 mL/min, y tiempo de extraccibn de 65 minutos, ya que la curva se estabilizé a esas
condiciones, de forma que la etapa difusiva ha sido alcanzada, garantizandonos mayor parte
del soluto extraido. Obteniendo el rendimiento e extraccion, teniendo el mejor rendimiento el
17.73 %, con las condiciones de 65°C y 23 MPa.

Evaluamos la influencia de la temperatura y presidbn en el rendimiento, contenido de
compuestos fendlicos (TPC) y actividad antioxidante por los métodos (DPPH y ABTS), de
modo general podemos concluir que los extractos obtenidos a partir de la materia prima
utiizada (hojas de copaiba) presenta un rendimiento alto, compuestos fendlicos y
antioxidantes, demostrando que la temperatura en un rango de 60 — 65 °C y la presion de 15
— 23 MPa, tuvo mayor influencia en la recuperaciéon de estos compuestos. Demostrando de
esta manera que las hojas pueden ser una alternativa de aprovechamiento con relacion a la
oleorresina extraida del arbol de copaiba. Asimismo, también, se demostr6é que la técnica
empleada en este estudio presenta algunas ventajas en relacion a las técnicas
convencionales, quedando demostrando la selectividad del diéxido de carbono supercriticos

mas cosolvente al momento de la recuperacién de los compuestos antes mencionados.

La utilizacion de cosolvente “etanol” durante la extraccion supercritica, incremento el
rendimiento de extraccion y recuperacion de fendlicos y antioxidantes, con relacion al
contenido de estos compuestos. Este incremento se debe a la polaridad del cosolvente
empleado en la extracciéon supercritica, permitiendo extraer compuestos polares con el etanol

y compuestos apolares con el dibéxido de carbono.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda para trabajos futuros estudiar modelos matematicos que pueden ser usados
en la cinética de extraccion, para verificar como cambian los pardmetros cinéticos con las
condiciones aplicadas.

Identificar y cuantificar los compuestos mayoritarios presentes en los extractos de la hoja de

copaiba obtenidos por extraccidén supercritica mas cosolvente.

Estudiar otras técnicas alternativas de separacion y otros modificadores, a fin de evaluar la
eficiencia de extraccion.
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ANEXO - |

1. Recoleccion de la materia prima

2. Determinacion de humedad

Materia prima secada a

temperatura ambiente.

3 g de muestra

triturada.

A

Humedad a 60°C

por 4 horas.




3. Determinacion de cenizas

3 g de muestra

triturada.

Mufla: 550 °C

por 24 horas.

48



Extractos obtenidos de la hoja de copaiba por fluido supercritico

Unidad de

extraccion

Muestra triturada

Extractos

obtenidos
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ANEXO - I

50

RESULTADOS DEL DISENO TIPO COMPUESTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR)

1. Rendimiento global

Regresion
Nombre o Error T p-
Coeficiente
estandar calculado Valor
Media 14.38 0.37 38.70 0.0000
X1 1.98 0.29 6.73 0.0003
X12 -0.27 0.32 -0.87 0.4126
X2 0.37 0.29 1.26 0.2480
X22 0.06 0.32 0.18 0.8588
X1 X2 0.08 0.42 0.19 0.8528
Donde: X1 = Temperatura; Xz = Presion
Rendimiento = 14.38 + 1.98 X1 - 0.27 X12+ 0.37 X2 + 0.06 X, + 0.08 X1X2
ANOVA
Fuente de Suma Grados de Media F Valor
variacion cuadrética libertad cuadratica cale P
Regresion 32.9 5 6.6 9.5 0.00496
Residuos 4.8 7 0.7
Falta de 3.9 3 1.3 57 0.06378
ajuste
Error puro 0.9 4 0.2
Total 37.8 12

R%=87.21%
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Figura 1. Rendimiento global — Valores experimentales vs Valores previstos

2. Fenoles totales

Regresion
Nombre Error
Coeficiente T calculado p-Valor
estandar

Media 2.26 0.09 24.24 0.0000
X1 0.19 0.07 2.62 0.0342
X12 -0.02 0.08 -0.30 0.7765
X2 0.07 0.07 0.97 0.3634
X2? -0.06 0.08 -0.81 0.4461
X1X2 -0.09 0.10 -0.88 0.4106

Donde: X1 = Temperatura; X2 = Presién

Fenoles totales = 2.26 + 0.19 X1 - 0.02 X12+ 0.07 X2 - 0.06 X2 - 0.09 X1X2
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ANOVA
Fuente de Suma Grados de Media E Valor
variacion cuadrética libertad cuadratica cale P
Regresion 0.4 5 0.1 1.9 0.22045
Residuos 0.3 7 0.0
Falta de 0.2 3 0.1 36 0.12586
ajuste
Error puro 0.1 4 0.0
Total 0.7 12
R2 = 57.02%
2.6
3 b
8 24 —
D.— [ ]
g [ ] .. ®
@ 22
% .
g °
- 2
> ®
g
=18 2
1.7 1.8 1.9 2 2.1 2.2 2.3 2.4 2.5 2.6

TPC (Y2, (mg EAG/g MP), Experimental)

Figura 2. Contenido de compuestos fendlicos — Valores experimentales vs Valores previstos



3. Actividad antioxidante — Método DPPH
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Regresién
Nombre Error
Coeficiente T calculado p-Valor
estandar
Media 3.52 0.17 20.33 0.0000
X1 -0.18 0.14 -1.35 0.2201
X2 0.05 0.15 0.31 0.7643
X2 -0.10 0.14 -0.75 0.4793
X2? 0.14 0.15 0.99 0.3574
X1X2 -0.02 0.19 -0.10 0.9245
Donde: X; = Temperatura; Xz = Presién
AA - DPPH = 3.52 - 0.18 X1 + 0.05 X:2- 0.10 Xz + 0.14 X52 - 0.02 X1 X,
ANOVA
Fuente de Suma Grados de Media
variacion cuadratica libertad cuadratica Fec  p-Valor
Regresion 0.5 5 0.1 0.7 0.65490
Residuos 1 7 0.1
Falta de ajuste 0.4 3 0.1 0.7 0.59802
Error puro 0.7 4 0.2
Total 1.6 12

R? = 32.60%




3.75
° / o

35 {18 - /-/ -
/ o

325 7

AA-DPPH (Y3, (umol TE/g MP), Predicted)
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Figura 3. Actividad antioxidante (DPPH) — Valores experimentales vs Valores previstos

4. Actividad antioxidante — Método ABTS

Regresion
Nombre Error
Coeficiente T calculado p-Valor
estandar

Media 494.88 7.70 64.30 0.0000
X1 27.81 6.08 4.57 0.0026
X12 -24.97 6.52 -3.83 0.0065
X2 3.29 6.08 0.54 0.6050
X322 -27.76 6.52 -4.25 0.0038
X1X2 -2.05 8.60 -0.24 0.8188

Donde: X1 = Temperatura; X, = Presién

Rendimiento = 494.88 + 27.81 X - 24.97 X% + 3.29 X, — 27.76 X2 - 2.05 X1 X;
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ANOVA
Fuente de Suma Grados de Media
., Yo ] L. Fealc p-Valor
variacion cuadratica libertad cuadratica
Regresion 14877.3 5 2975.5 10.0  0.00427
Residuos 2073.0 7 296.1
Falta de ajuste 1124.7 3 374.9 1.6 0.32618
Error puro 948.3 4 237.1
Total 16950.4 12
R2=87.77%
% 500
E [ ] ® a & @
& .
o e
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> /. .
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o /
£ 450
3 e |7
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[Fy]
IE.—Ié 425 /.
< ™
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AA-ABTS (s, (umol TE/g MP), Experimental)

Figura 4. Actividad antioxidante (ABTS) — Valores experimentales vs Valores previstos



5. Inhibicién

Tabla de % de inhibicién de la muestra

Metodo Cosolvente Temperatura  Presion % de Inhibicién

(°C) (MPa) DPPH ABTS
SFE+Cosolvente CO2:EtOH 45 13 52.743 35.524
SFE+Cosolvente CO2:EtOH 65 13 46.010 44.810
SFE+Cosolvente CO2:EtOH 45 23 51.621 41.619
SFE+Cosolvente CO2:EtOH 65 23 41.230 46.429
SFE+Cosolvente CO2:EtOH 41 18 52.618 39.667
SFE+Cosolvente CO,:EtOH 69 18 48.421 43.619
SFE+Cosolvente CO,:EtOH 55 11 52.785 39.429
SFE+Cosolvente CO2:EtOH 55 25 50.623 39.381
SFE+Cosolvente CO2:EtOH 55 18 52.785 46.095
SFE+Cosolvente CO,:EtOH 55 18 43.682 48.810
SFE+Cosolvente CO,:EtOH 55 18 48.379 45,143
SFE+Cosolvente CO,:EtOH 55 18 49.792 45.857

SFE+Cosolvente CO:EtOH 55 18 47.285 46.603
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