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RESUMEN

El objetivo de la presente tesis fue extraer compuestos fendlicos
presentes en los residuos agroindustriales de la granada (Punica granatum)
basicamente su cascara y membranas carpelares, aplicando tecnologias
limpias como la extraccion con fluidos supercriticos (SFE) y liquidos
presurizados (PLE). La cascara y membranas carpelares de la granada
presentaron una humedad de 71,95+0,8%, contenido de lipidos
1,61+0,13%, proteinas 1,41+0,03%, cenizas 1,21+0,01% y carbohidratos
totales de 23,81% en b.s. El estudio se dividié en 2 etapas. En la | etapa,
se evalud la proporcion de solvente COz/etanol sobre el rendimiento de
extraccion aplicando SFE y PLE. A partir de estos resultados, se decide
continuar con la Il etapa, donde se aplicé solo la extraccion PLE empleando
etanol como solvente de extraccidon. En esta Il etapa, la influencia de la
temperatura (40 y 60 °C) y la presién (20,40,60,80 y 100 bar) fueron
evaluadas sobre i) el rendimiento de extraccion global (X,) y ii) la
composicion cualitativa y cuantitativa de los compuestos fendlicos
presentes aplicando un arreglo factorial 2x5. Técnicas cromatograficas
fueron usadas para evaluar los compuestos fendlicos presentes en los dos
extractos de los tratamientos que presentaron el mayor rendimiento de
extraccion (X,). En la | etapa el mayor X, obtenido fue 21,37% empleando

etanol puro mediante PLE. En la Il etapa, las mejores condiciones de

Xiv



extraccion de compuestos fenélicos fueron a 60 °C y 40 (extracto 1, 37,28%
b.s.) y 80 bar (extracto 2, 44,99% b.s.), es decir los tratamientos 7 y 9
respectivamente. Sin embargo, el extracto 1 presentd un contenido
significativamente mayor de punicalagina a, B y acido elagico (48,22+2,05,
146,58+11,20 y 25,57+0,27 mg/100 g b.s.) comparado con el extracto 2
(40,41+1,56, 125,72+3,65 y 22,74+0,30 mg/100 g de muestra b.s.).

Palabras clave: Residuo de granada, extraccidon con fluidos supercriticos,

extraccién con liquidos presurizados, compuestos fendlicos
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ABSTRACT

This study aimed to extract phenolic compounds from pomegranate
(Punica granatum) processing by-products specifically from its peel and
carpelar membranes applying clean technologies such as Supercritical
Fluid Extraction (SFE) and Pressurized Liquid Extraction (PLE). The
pomegranate residue presented a humidity of 71,95+0,8%, lipids
1,61+0,13%, proteins 1,41+0,03%, ashes 1,21+0,01% and total
carbohydrates of 23,81%. The study was divided into 2 stages. In the |
stage, the proportion of CO2z/ethanol solvent on extraction performance was
evaluated by applying SFE and PLE. Based on these results, it was decided
to continue with stage IlI, where only PLE extraction was applied using
ethanol as the extraction solvent. In this Il stage, the influence of the
temperature (40 and 60°C) and pressure (20,40,60,80 and 100 bar) were
evaluated on i) the global extraction yield and ii) qualitative and quantitative
composition of the phenolic compounds applying a 2x5 factorial
arrangement. Chromatographic techniques were used to evaluate the
phenolic compounds of the two extracts of the treatments that presented
the highest extraction yield (X,). In the | stage, the highest X, obtained was
21,37% using pure ethanol by PLE. In the Il stage, the best phenolic
compounds extraction conditions were at 60 °C and 40 (Extract 1, 37.28%

on d.w) and 80 bar (Extract 2, 44.99% on d.w), that means treatment 7 and

XVi



9 respectively. Nevertheless, E1 presented significantly higher content of a,
B punicalagin and ellagic acid (48,22+2,05, 146,58+11,20 and 25,57+0,27
mg/100g of sample d.w, respectively) than E2 (40,41+1,56, 125,72+3,65
and 22,74+0,30 mg/100g of sample d.w).

Keywords: Pomegranate residue, supercritical fluid extraction, pressurized

liquid extraction, phenolic compounds.
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INTRODUCCION

Dentro de las frutas consideradas funcionales, la granada destaca
por poseer numerosos compuestos quimicos de alto valor biolégico
denominados “compuestos bioactivos”, los cuales se encuentran
distribuidos en sus diferentes partes: corteza, membranas carpelares,
arilos y semillas. Entre el 35- 50 % del peso total de la granada corresponde
a la corteza y a las membranas carpelares, consideradas como residuo
agroindustrial (Abid et al., 2017). Los compuestos fendlicos que se
destacan son las punicalaginas, sustancias de naturaleza fendlica de gran
capacidad antioxidante (Garcia-Viguera y Pérez-Vicente, 2004), las cuales
podrian proteger contra ciertas enfermedades crénicas (Arapitsas, 2012;
Landete, 2011; Lu et al., 2008; Nuncio-Jauregui et al., 2018), por todo ello
muchas investigaciones se centran en la extraccion de estos
biocompuestos a partir de la granada (Robert et al., 2010; Santos et al.,

2019).

Se han aplicado diferentes métodos de extraccion para compuestos
fendlicos entre los convencionales se encuentra la extraccidén con solventes
(Fischer et al., 2011; Garcia-Villalba et al., 2015; Russo et al., 2018) y el
método de Soxhlet (Azmir et al., 2013). Sin embargo, hasta la fecha son

pocos los estudios aplicando métodos de extraccion mas modernos los



cuales tienen grandes ventajas (menor gasto de solvente y menor tiempo
de operacién) y son amigables con el medio ambiente como la extraccion
con fluidos supercriticos (SFE) y la extraccion con liquidos presurizados
(PLE) los cuales emplean solventes tipo GRAS (Generally Recognized As

Safe) (Azmir et al., 2013; Richter et al., 1996).

Es por ello, que el objetivo de la presente investigacion fue obtener
extractos conteniendo compuestos fendlicos a partir de residuos
agroindustriales de la granada (P. granatum) variedad Wonderful aplicando
tecnologias limpias como SFE y PLE. Este estudio evalué la influencia de
la temperaturay la presion de operacion sobre el rendimiento de extraccion
asi como la composicion quimica de los extractos mediante técnicas

estadisticas y cromatograficas.



CAPITULO I.

EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Las empresas dedicadas a la industria del procesamiento de frutas
pueden llegar a generar una cantidad desmedida de residuos
agroindustriales, la cual representa una pérdida para el sector fruticolay un
problema de contaminacién ambiental por su disposicién. Sin embargo,
dichos residuos agroindustriales son una fuente de compuestos fendlicos
los cuales tienen efectos beneficiosos sobre la salud humana y que podrian
ser destinados a diversas industrias como la quimica, cosmeética,
farmacéutica y alimentaria. Dentro del sector fruticola, la granada (P.
granatum) destaca por poseer numerosos compuestos quimicos de alto
valor bioldgico en sus diferentes partes: corteza, membranas carpelares,

arilos y semillas.

Existen varios métodos para extraer los compuestos fendlicos
presentes en una matriz vegetal. No obstante, la gran mayoria de métodos
usados actualmente emplean solventes toxicos debido a su disponibilidad
y bajo costo para la industria. Sin embargo, desde los afios setenta las

investigaciones se han dirigido a desarrollar metodologias y tecnologias



que son amigables con el medio ambiente, conocidas como Tecnologias
Limpias (CT) y que por lo tanto no constituyen riesgos para la salud. Una
de ellas es la tecnologia de Extracciéon con Fluidos Supercriticos (SFE,
Supercritical Fluid Extraction en inglés), mediante la cual se obtienen
extractos inocuos ricos en compuestos bioactivos y/o fendlicos
principalmente de naturaleza apolar empleando CO:2 en estado
supercritico. A su vez, para obtener compuestos de naturaleza polar,
actualmente se emplea la Extraccion con Liquidos Presurizados (PLE,
Pressurized Liquid Extraction en inglés), la cual se basa en la utilizacién de
un solvente de la misma naturaleza, siendo el alcohol etilico o etanol el mas

comunmente empleado.



1.2. Formulacion del problema
Problema general

¢,Cudles seran las condiciones de operaciéon que favorezcan el
rendimiento de extraccion de los compuestos fendlicos a partir de la
cascara y membranas carpelares de la granada (P. granatum) variedad
Wonderful de Ite - Tacna aplicando la tecnologia de fluidos supercriticos y

liquidos presurizados?

Problemas especificos

- ¢ Cual sera la proporcion de solvente CO:2 y/o etanol que favorezca el
rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos presentes en el
residuo solido de la granada aplicando la extraccion con fluidos

supercriticos y liquidos presurizados?

- ¢Cudl sera la temperatura y presion de proceso que favorezca el
rendimiento de extraccién de compuestos fendlicos presentes en el

residuo solido de la granada asistida por liquidos presurizados?

- ¢ Cual serala concentracion de punicalaginas y acido elagico presentes
en los extractos del residuo sélido de la granada obtenidos mediante

liquidos presurizados?



1.3.

a)

b)

Delimitacion de la investigacion
Delimitacion temporal: La investigacion se llevo a cabo en un periodo

de 12 meses.

Delimitacion espacial: Para el estudio se emplearon frutos provenientes
del campo experimental de la Municipalidad Distrital de Ite-Tacna. La
Extraccién aplicando Tecnologias Limpias y los anadlisis para la
identificacion cualitativa y cuantitativa de los compuestos fendlicos se
llevaron a cabo en el Laboratorio de Tecnologia Supercritica:
Extraccién, Fraccionamiento e Identificacion de Extractos Vegetales
(LASEFI) de la Facultad de Ingenieria de Alimentos (FEA) de la
Universidad Estatal de Campinas (UNICAMP) en S&o Paulo-Brasil
donde cuentan con extractores con fluidos supercriticos, liquidos

presurizados y el equipo cromatdgrafo HPLC.

Delimitacion teorica: El estudio se centré en evaluar el efecto de las
condiciones de extraccion (temperatura y presion) a través de
tecnologias limpias empleando solventes no téxicos, sobre el contenido
de compuestos fendlicos presentes en la cascara y membranas
carpelares de la granada (P. granatum). Los ejes tematicos
relacionados al presente estudio son la termodinamica y quimica

analitica de alimentos.



1.4. Justificacion

El presente proyecto se ha decidido llevar a cabo porque contribuira
a la generacion de conocimiento y aplicacion de tecnologias de extraccion
considerados limpias o verdes como SFE y PLE de compuestos fendlicos
a partir de matrices vegetales consideradas desecho (costo cero),
fomentando asi el aprovechamiento de los residuos organicos provenientes
de la agroindustria haciendo uso de técnicas sostenibles y reincorporando

estos productos a la cadena productiva.

1.5. Limitaciones
Dificultad en conseguir los patrones estandar de alta pureza de los

compuestos fenolicos de interés a analizar.

1.6. Objetivos

Obijetivo general

Obtener el mayor rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos a
partir de la cascara y membranas carpelares de la granada (P. granatum)
variedad Wonderful de Ite -Tacna aplicando la tecnologia de fluidos

supercriticos y liquidos presurizados.



Obijetivos especificos

- Determinar la proporcion de solvente CO:z y/o etanol que favorezca el
rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos presentes en el
residuo soélido de la granada aplicando extraccion con fluidos

supercriticos y liquidos presurizados.

- Determinar la temperatura y presion de proceso que favorezca el
rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos presentes en el

residuo sélido de la granada asistida por liquidos presurizados.

- Identificar y cuantificar el contenido de punicalaginas y acido elagico
presentes en los extractos del residuo solido de la granada obtenidos

mediante liquidos presurizados.



CAPITULO L.

HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Hipotesis general y especificas

Hipotesis general

El rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos presentes en la
cascara y membranas carpelares de la granada (Punica granatum) es
influenciado por las condiciones de operacion de la tecnologia con fluidos

supercriticos y liquidos presurizados.

Hipotesis especificas

- La proporcion de solvente COz2 y/o etanol influye en el rendimiento de
extraccion global de compuestos fendlicos presentes en el residuo
sélido de la granada aplicando la extraccion con fluidos supercriticos y
liquidos presurizados.

- La temperatura y presion de proceso a ciertas condiciones permite
obtener los mejores rendimientos de extraccion de compuestos
fendlicos presentes en el residuo sélido de la granada asistida por
liquidos presurizados.

- Es factible cuantificar el contenido de punicalaginas y acido elagico
presentes en los extractos del residuo solido de la granada obtenidos

mediante liquidos presurizados.



2.2. Diagrama de variables
El presente estudio se dividié en 2 etapas. La Figura 1 muestra la
relacion de la variable de entrada con la variable de salida de la primera

etapa. Asimismo, en la Figura 2 se muestra la relacién de las variables de

entrada y salida de la segunda etapa.

-Rendimiento de
extraccion global
(Xo)

Extractos de
compuestos
fendlicos

Proporcion de

ENTRADA solventes

Figura 1. Diagrama de variables en el proceso de extraccion de compuestos
fendlicos de la primera etapa del estudio.
Fuente: Elaboracién propia (2019)

eContenido de

¢ Temperatura T *Rendimiento o
de proceso e Extractos de de extraccién * 2 Extractos con punicalaginas
e Presién de compuestos global (X). mayor X. *Contenido de

proceso fendlicos acido eldgico.
ENTRADA m{/

Figura 2. Diagrama de variables en el proceso de extraccién de compuestos
fendlicos de la segunda etapa del estudio.
Fuente: Elaboracion propia (2019)
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2.3. Indicadores de las variables

| Etapa:

a) Variables independientes

» Proporcion de solventes CO:z y/o Etanol

b) Variables dependientes

» Rendimiento de extraccion global (X,).

Il Etapa:

a) Variables independientes
» Temperatura de proceso

» Presién de proceso

b) Variables dependientes
» Rendimiento de extraccion global (X,).
» Contenido de punicalaginas

» Contenido de acido elagico
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2.4. Operacionalizacion de variables

Tabla 1

Operacionalizacion de las variables de la primera etapa

INSTRUMENTOS
VARIABLES INDICADORES UNIDAD DE MEDICION

I

N

D

E

P .

E Proporcion de Volumen de Eqwlpo extra}c.tor
semi-automatico

N  solvente CO; solvente. mL ft

D y/o Etanol Caudal de flujo (software

| ChromScope)

E

N

T

E

D

E

P

E

N Rendimiento Contenido de

D de extraccion compuestos % p/p Balanza analitica

I global (X,) fendlicos

E

N

T

E

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Tabla 2

Operacionalizacion de las variables de la segunda etapa

INSTRUMENTOS
VARIABLES INDICADORES UNIDAD DE MEDICION
! Grad
N Temperatura rados Termometro del
Temperatura centigrados :
D de proceso N equipo extractor
E °C)
=]
E
N
D
|
E
N
E Presion de Presion bar Manémetro del
proceso equipo extractor
S
Rendimiento Contenido de
D de extraccion compuestos % plp Balanza analitica
E global (X,) fendlicos
P
E
N Cromatografo
D Contenidode  Concentracion P 9
I punicalaginas de punicalaginas mg/100 g I|qU|d_q de alta
E resolucion (HPLC)
N
T
E . > Cromatégrafo
IS Contenido de Concentracion mg/100 g liquido de alta

acido elagico

de acido elagico

resolucion (HPLC)

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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CAPITULO IIL.

FUNDAMENTACION TEORICA

3.1. Conceptos generales y definiciones

a) Residuo sdlido agroindustrial: segun el articulo 6 del Reglamento de
Residuos Solidos N° 016-2012-AG, los residuos agroindustriales, son
aquellos generados en procesos de transformacion de productos

agricolas.

b) Compuesto bioactivo: son aquellos componentes de los alimentos que
influyen en la actividad celular y en los mecanismos fisiolégicos y con

efectos beneficiosos para la salud (Biesalski et al., 2009).

c) Compuestos fendlicos: Engloba a todas aquellas sustancias que poseen
varias funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unidas a
estructuras aromaticas o alifaticas. Unicamente, algunos compuestos
fendlicos de la familia de los acidos fenoles no son polifenoles, sino
monofenoles. Son unos de los principales metabolitos secundarios de

las plantas (Tuberoso y Orru, 2008).

d) Antocianinas: las antocianinas representan el grupo mas importante de
pigmentos hidrosolubles detectables en la region visible por el ojo

humano. Las antocianinas son glucosidos de las antocianidinas. Las



antocianinas se encuentran ampliamente en el reino vegetal y son
responsables de la gama de colores que abarcan desde el rojo hasta el

azul (Aguilera et al., 2011).

e) Punicalaginas: es el polifenol de mayor peso molecular conocido, que se
hidroliza en acido elagico y se metaboliza en el tracto intestinal

generandose urolitinas (Gil et al., 2000; Garcia-Viguera et al., 2004).

f) Antioxidantes: sustancias que pueden retardar o prevenir la oxidaciéon de
un sustrato oxidable. Los antioxidantes que se encuentran naturalmente
en el organismo y en ciertos alimentos pueden bloquear los procesos

oxidativos ya que estabilizan los radicales libres (Shahidi, 2000).

g) Flavonoides: son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos
anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano

(heterociclico) (Martinez-Florez et al., 2002).

h) Fluido supercritico: Un fluido supercritico (FSC) es una sustancia que se
encuentra en unas condiciones operativas de presion y temperatura

superiores a las de su punto critico (Jain et al., 2013).
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i) Liquido presurizado: Se considera a aquel solvente que ha sido sometido
a altas presiones y temperaturas, siempre debajo de su punto critico
respectivo, por lo tanto, el solvente se mantiene en estado liquido

durante todo el proceso de extraccion.(Alvarez-Rivera et al., 2019).

3.2. Enfoques tedrico- técnicos

3.2.1 El granado

El granado (Punica granatum) pertenece a la familia Punicaceae
(Figura 3). Alrededor de 1000 cultivares de granada existen (Venkitasamy
et al., 2019), originarias del Medio Este, extendiéndose a lo largo del
Mediterrdneo, hacia el Este China e India, y sobre el Suroeste Americano,
California y México en el Nuevo Mundo. Mientras la planta de granado es
considerada un pequefo arbol o un arbusto grande, su fruto es considerado
ser una baya grande. El fruto es delimitado por un pericarpio duro,
contenidos dentro hay numerosos arilos, cada semilla rodeada por un saco
contenedor de jugo transliucido (Figura 4) (Calin-Sanchez y Carbonell

Barrachina, 2012; Lansky y Newman, 2007).
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Figura 3. Partes del granado, a) hojas, b) flores, c) fruto, d) corte longitudinal
del fruto, e) arilo, f) cortes longitudinal y transversal del arilo.
Fuente: Diaz (2014)

Porcion comestible:
arilos + semillas

Membranas
carpelares

Arilo

Semilla

Figura 4. Partes de la granada
Fuente: Calin-Sanchez y Carbonell (2012).
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La Tabla 3 muestra la composicion quimica de la cdscara de granada

(P. granatum) en base seca y la Tabla 4 del fruto entero.

Tabla 3

Composicion quimica de la cascara de granada

Cantidad por 100 g de muestra

Analisis

Cascara (g)

Materia seca
Humedad
Cenizas
Grasa cruda
Proteina total
Fibra cruda
Acido elagico

94,45+1,25
5,5+1,25
3,59+0,08
3,57+0,38
1,26+0,17
17,75+1,61
0,26+0,08

Fuente: De la Cruz et al. (2011)

Tabla 4

Composicion quimica del fruto entero de la granada

Analisis proximal

Cantidad por 275 g de muestra

Agua (%)
Proteina (g)
Grasa (g9)
Carbohidratos (g)
Semillas y piel (%)
Energia (Kcal)
Calcio
Fosforo
Hierro
Sodio
Potasio
Acido ascérbico
Tiamina
Riboflavina
Niacina
Vitamina A

82,3
0,8
0,5

25,3

44,0

82,3
50

12,0
0,5
50

399,0
6,0

0,05

0,05
0,5

Traza

Fuente: De la Cruz et al. (2011).
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3.2.1.1 Produccién del granado en el Peru

A partir del afio 1997, el Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI)
del Perua recopil6 informacion de la produccion de la granada, donde dio a
conocer que habian 55, 20 y 11 ha en Ica, La Libertad y Arequipa
respectivamente. En 1998, hubo otros departamentos que también
empezaron a cultivar y cosechar la granada en el sur del Perd como
Moquegua con 4 ha y Tacnha con 3 ha; igualmente, por el Norte

Lambayeque con 2 ha (MINAGRI, 2019).

Después de dos afios, en el 2000, se incorporé el departamento de
Lima con 2 ha, y muchos afios después, en el 2010 Apurimac y finalmente
en el 2011 se incorpora Ancash, siendo 9 departamentos productores de
granada hasta el dia de hoy (MINAGRI, 2019). En la Figura 5y 6 se
muestran las regiones productoras de granada y las que cuentan con una

importante area cosechada a nivel nacional respectivamente.

En cuanto a la evolucién histérica de la produccion de la granada
desde el 2000 (928,2 t) al 2018 (46 382,9 t), ha sido positiva ya que ha
habido una tasa promedio anual de crecimiento del 24.3 % en base a una
superficie cosechada de aproximadamente 2800 ha, comparada a las 90

ha en el afio 2000 (Figura 7) (MINAGRI, 2019).
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16000 Ancash

= Apurimac
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u Arequipa

12000 “lca

10000 =L a Libertad

toneladas (t)

= Lambayeque
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HLima
6000 = Moquegua

4000 mTacnha

2000

Regién

Figura 5. Distribucion de la produccion nacional de la granada -2017
Fuente: Sistema Integrado de Estadisticas Agrarias-MINAGRI (2018)
Elaboracion: Propia (2019)

Lambayeque Tacna
4% 1%

Arequipa s
0%

4%

Ancash
7%

La Libertad \
6% \

Ica
69%

Lima
9%

Figura 6. Distribucién de la superficie cosechada de granada a nivel
nacional-2017

Fuente: Sistema Integrado de Estadisticas Agrarias-MINAGRI (2018)

Elaboracion: Propia (2019)
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Figura 7. Produccién nacional de la granada, 2000-2018 (miles de t).
Fuente: Sistema Integrado de Estadisticas Agrarias-MINAGRI (2018)
Elaboracion: DEEEIA-DGPA-MINAGRI (2019)

3.2.2 Extraccion mediante tecnologias limpias

A partir del siglo XXI, se han venido desarrollando tecnologias de
extraccidn de compuestos fendlicos con el fin de obtener extractos inocuos.
En la industria alimentaria, se han venido aplicando mayormente dos
tecnologias consideradas limpias o verdes, una de ellas es la extraccion
con fluidos supercriticos (SFE) y la otra es la extracciéon con liquidos
presurizados (PLE), Estos tipos de extraccién se consideran extracciones
de tipo sdlido-fluido, la cual es una operacién unitaria que consiste en la
separacién de un soluto o mezcla de solutos presentes en una matriz
vegetal mediante el contacto con un solvente apropiado. Dicho solvente

puede ser un liquido regular o un fluido supercritico (Meireles, 2009).
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El principal aspecto positivo de usar fluidos supercriticos y liquidos
presurizados es que se producen extractos libres de solventes organicos,
sin residuos y se da a bajas temperaturas en el proceso de separacion

(Knez et al., 2018).

3.2.2.1 Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

El proceso de extraccién por fluidos supercriticos o “tecnologia de los
solventes verdes” es muy similar a la extraccidon convencional, una de las
principales diferencias radica en usar como agente extractor un fluido

supercritico en lugar de un liquido (Garcia, 1995).

Los fluidos supercriticos son conocidos desde mediados del siglo XIX,
pero sus primeras aplicaciones aparecen en la década de los 70’s, donde
se reportan los primeros casos exitosos de extraccion en el proceso de

descafeinado del café (Maul et al., 1996).

El fluido mas comunmente usado es el dioxido de carbono, el cual
tiene un punto critico de 73,8 bar (7,38 MPa) y 31 °C (304,2 K). Es no téxico,
no inflamable, econémico y esta disponible en buen porcentaje de pureza

(Meireles, 2009).
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El CO2 es un buen solvente para compuestos de naturaleza
hidrofobica (apolar) o ligeramente hidrofilica (polar). No obstante, cuando
se incrementa la presion del sistema, el CO2 modifica su tendencia
fuertemente apolar pudiendo extraer compuestos hidrofilicos. Si el objetivo
de la extraccion es la de extraer compuestos hidrofilicos se puede adicionar
solventes organicos de naturaleza hidrofilica logrando cambiar la polaridad
del fluido. Estos solventes reciben el nombre de cosolventes o

modificadores (Meireles, 2009).

A. Propiedades de los fluidos supercriticos

Todas las sustancias se caracterizan por poseer un diagrama de fases
(Figura 8). El estado de equilibrio es aquel en el que una sustancia no
cambia sus propiedades en el tiempo, a menos que sea afectada por una

modificacién de la temperatura o la presion, entre otras (Garcia, 1995).
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Figura 8. Diagrama de fases P vs. T
Fuente: Garcia (1995).

Los diagramas se encuentran definidos por tres lineas, de
sublimacién, de fusion y de vaporizacion. Esta Ultima se caracteriza por
desaparecer en un punto denominado, punto critico, en el cual la presion y
la temperatura reciben el nombre de presion critica y temperatura critica
(Garcia, 1995; Roman et al., 2016). Cuando una sustancia esta por encima
de sus valores criticos, dicha sustancia recibe el nombre de fluido
supercritico (Velasquez A. M., 2008), condicion en la cual la sustancia no
se licua por mas que se incremente la presion ni se vaporiza aunque se
eleve la temperatura, lo que hace que la fase liquida sea indistinguible de

la fase gaseosa (Brunner, 2013) debido a que no existe interaccién entre
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las fases. En este punto la sustancia no puede ser considerada ni como un

gas, ni como un liquido (Roman et al., 2016) ya que solo existe una fase.

Tabla 5
Condiciones criticas de solventes comunes, empleados en fluidos
supercriticos

Solvente Temperatura critica Presidn critica
C) (bar)
Dioxido de carbono 30,95 73,76
Agua 373,94 220,64
Metano -82,75 46
Etano 32,15 48,73
Propano 96,65 42,45
Etileno 9,25 50,35
Propileno 91,75 46
Metanol 239,45 80,85
Etanol 240,75 61,40
Acetileno 36 62,47
Butano 152 70,6
Eter 193,6 63,8
Pentano 196 32,9
Amoniaco 132,5 109,9
Acetona 234,95 47,01

Fuente: Conde y Guerrero (2009); Reglero et al. (2005); Roméan et al. (2016);
Velasco et al. (2007).

B. Etapas de Extraccion
El proceso de extraccion por fluidos supercriticos, consta basicamente

de 4 etapas (Roman et al., 2016; Brunner, 2013).
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1. Presurizacion: Se eleva la presion, por encima de la presion critica de
la sustancia a emplear como solvente.

2. Ajuste de temperatura: Se eleva o disminuye la temperatura, por
cualguier medio fisico o mecanico, para llevar el solvente a la
temperatura adecuada de extraccion (por encima de su temperatura
critica).

3. Extraccion: El fluido supercritico entra en contacto con la matriz
vegetal que contiene el soluto de interés en el extractor.

4. Separacion: El solvente se descomprime a una presion inferior a la

critica, lo que provoca que se libere del soluto.

CO; Pump s Extraction Thimble
T A
lae——— Thermostated Oven
1
Wet Gas metering
Co-solvent Pump ( )
Spent CO,
Collection Vessel
N’
CO; Tank

Figura 9. Esquema de una unidad de SFE a escala piloto.
Fuente: Yu et al. (2006).
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3.2.2.2 Extraccion con liquidos presurizados (PLE)

La extraccion con liquidos presurizados (PLE — Pressurized Liquid
Extraction) es también conocida como extraccion con solventes
presurizados (PSE — Pressurized Solvent Extraction), extraccion con
solventes acelerada (ASE — Accelerated Solvent Extraction), extraccion con
solventes mejorados (ESE-Enhanced Solvent Extraction) (Mustafa vy

Turner, 2011).

Gracias a la tendencia actual de extraer compuestos fendlicos
presentes en alimentos naturales y a la necesidad de trabajar con
tecnologias mas eco amigables, es que el proceso de PLE esta siendo bien
vista para ser empleada por sus amplias ventajas. Proceso PLE emplea
solventes que son considerados no téxicos, como el agua y el etanol. Este
tipo de extraccion emplea altas temperaturas y presiones lo cual mejora el
rendimiento de extraccion, y ademas disminuye el tiempo y el consumo del
solvente. Asimismo, los equipos de PLE proveen proteccién para los
compuestos fendlicos contra el oxigeno y la luz por la columna cerrada

donde se deposita la matriz vegetal (Mustafa y Turner, 2011).
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A. Factores importantes
1. Efecto de latemperatura

La temperatura es uno de los factores a evaluar mas importantes que
influyen directamente en el rendimiento global de extraccion, mejora la
eficiencia y selectividad del solvente. Debido a que ayuda en la ruptura de
las interacciones matriz vegetal-analito disminuyendo la energia de
activacion requerida para el proceso de desorcion. Aparte de ello, las altas
temperaturas provocan una disminucién de la tension superficial del
solvente, soluto y muestra, asi como un descenso en la viscosidad del
solvente; como consecuencia de ello, permitira que el solvente se difunda
mas facilmente (se incrementa la tasa de difusién) en la matriz alcanzando
las sustancias de interés y, por ende, mejorando la transferencia de masa

(Mustafa y Turner, 2011).

2. Efecto de la presion

En el caso del factor presion, al ser incrementada, permite mantener
el solvente en estado liquido. Trabajando junto a altas temperaturas y
tensiéon superficial reducida, el efecto de la presion contribuye a forzar al
solvente a ingresar dentro de la matriz y entrar en contacto con las
sustancias de interés logrando retirarlas. Ademas, las altas presiones

pueden facilitar la ruptura de los enlaces matriz vegetal-sustancia de

28



interés, mejorando la transferencia de masa de la sustancia de interés hacia

el solvente (Mustafa y Turner, 2011).

B. Aplicaciones

En cuanto a la aplicacion de esta tecnologia verde en la extraccion
de compuestos bioactivos a partir de matrices vegetales se ha ido
incrementando estos ultimos afios por sus multiples ventajas como el corto
tiempo de extraccion comparado con otros métodos convencionales (Ejm.:
Soxhlet), el menor uso del solvente, su forma de extraccion en columna
cerrada (protegiendo a la matriz del contacto con el oxigeno y la luz), la facil
preparacion de la materia prima (seca y molida), facil armado del lecho de

extraccion y la poca cantidad de muestra a utilizar.

En la Tabla 6 se muestran los principales compuestos bioactivos

extraidos aplicando la extraccién con liquidos presurizados.
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Tabla 6

Grupos de compuestos bioactivos extraidos mediante PLE.

Grupo de Matriz vegetal Solvente Fuente
compuesto
. (Hassas-Roudsari et al.,
Harina de colza Agua 2009)
. E I, idifi .
Orujo de uvas tanol, agua acidificada (Pereira et al., 2019)
. y mezcla de ambos
Polifenoles -
Propdleo de Mezcla de etanol, (Erdogan et al., 2011)
abeja agua:HCI 9 v
Céscara y pulpa (Alonso-Salces et al.,
M I
de manzana etanoly agua 2001)
. Cascara de .
Taninos
granada Agua (Cam y Hisil, 2010)
] Etanol (Santos et al., 2011)
Cascara de
Jabuticaba Etanol Isopropanol .
prop y (Cavalcanti, 2013)
Agua
Residuo Agua,
. agroindustrial de agua acidificada, (Machado et al., 2015)
Flavonoides
mora etanol y etanol +agua
Re§|duo de Etanol, agua y acetona (Paes et al., 2014)
arandanos
Cascara d'e Etanol, agua y sus (Vigané et al., 2016)
maracuya mezclas
. Agua, etanol y metanol
Soja. diluidos (Rostagno et al., 2004)
Acidos Acetato de etilo y 4cido (Setyaningsih et al.,
0 Arroz o
fendlicos aceético en metanol 2016)
Lignanos Chancapiedra Agua, etanol y mezcla (Pereira et al., 2016)
de ambos
Alga Chiorella Etanol 90 % (Cha et al., 2010)
vulgaris
RESIdUOS.de Etanol (Mustafa et al., 2012)
. zanahoria
Carotenoides Cascara de Mezclas de agua
. guay (Rudke et al., 2019)
aguaje etanol
. (Cardenas-Toro et al.,
F I E |
ibra de palma tano 2015)
Tiosulfatos Ajo Etanol (Farias-Campomanes et
: al., 2014)
. B . .
Estilbenos agazo d? Etanol y agua (Vigano, et al. 2016)
maracuya

Fuente: Elaboracion propia (2020)
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3.2.3. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos son sustancias que pueden tener un
efecto positivo en nuestro organismo y ser imprescindibles a largo plazo
para nuestra salud. Estas sustancias bioactivas o metabolitos secundarios
de origen vegetal se denominan también fitoquimicos o fitonutrientes.
Gracias a sus importantes propiedades, efectos biolégicos y a sus atributos
sensoriales actualmente ocupan un area de investigacibn con mucho
potencial dada la gran variedad de alimentos que los contienen (Martinez-

Navarrete et al., 2008).

En el reino vegetal, se pueden distinguir 4 grandes grupos de

compuestos bioactivos, los cuales se detallan en la siguiente Figura 10.
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—  HIDROLIZABLES
L TANINOS -
— COMPLEJOS

Figura 10. Clasificacion de compuestos bioactivos
Fuente: Martinez-Navarrete et al. (2008); Lajolo y Mercadante (2018).
Elaboracion: propia (2020)

3.2.3.1. Compuestos fenélicos
Los compuestos fendlicos abarcan un extenso grupo de sustancias
organicas, y entre ellos los flavonoides son un importante subgrupo, dentro

de los cuales se encuentran las antocianinas (Damodaran et al., 2010).
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A. ANTOCIANINAS

Es uno de los grupos de pigmentos mas conocidos presentes en las
plantas. Son responsables por una amplia gama de colores, desde el azul,
morado, violeta, magenta, rojo, hasta naranja. La palabra antocianina es
derivada de dos palabras griegas: “anthos” y “kyanos”, que significan flor y
azul respectivamente. Su interés en la investigacion ha crecido
enormemente sobre las Ultimas décadas por su potencial beneficio a la
salud y su uso como colorante alimentario. La estructura basica de las
antocianinas es el 2-fenilbenzopirona de la sal flavilium (Figura 11)

(Damodaran et al., 2010).

HO,

Figura 11. Estructura basica de las antocianinas
Fuente: Damodaran et al. (2010)

B. PUNICALAGINA

La punicalagina es un compuesto fendlico importante caracteristico
de las granadas con una estructura muy compleja (Figura 12) (Smith,
2014).
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Las punicalaginas son los compuestos que presentan una mayor
capacidad captadora de radicales libres, responsables del 50% de esta

actividad en el zumo de granada (Garcia-Viguera y Pérez-Vicente, 2004).

Las principales propiedades funcionales de las punicalaginas son

(Calin-Sanchez y Carbonell-Barrachina, 2012):

U Poderoso efecto antioxidante.
O Actividad anticancerigena.

U Efecto protector del sistema cardiovascular.

HO OH HO OH

Figura 12. Estructura de la punicalagina
Fuente: Smith (2014)
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C. ACIDO ELAGICO (EA)

El &cido eldgico es una molécula altamente estable, con 4 anillos
(parte lipofilica), 4 grupos fendlicos y dos grupos lactona (parte hidrofilica)

como se muestra en la Figura 13 (Bala et al., 2006).

El &cido elagico es un derivado dimérico del acido gélico. Manifiesta
propiedades antiinflamatorias, antitumorales y de apoptosis. Se encuentra
presente en importante cantidad en varias frutas (granada, frambuesa,
fresa, ardndano) y nueces en su forma libre como glucésidos de acido

elagico o en su forma ligada como elagitaninos (Seeram et al., 2004).

Figura 13. Estructura del 4cido elagico
Fuente: Bala et al. (2006)
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3.3. Marco referencial

Se realiz6 un estudio de extraccion de biocompuestos presentes en
los residuos industriales de la granada (cascara de granada y semillas)
mediante extraccion con fluidos supercriticos (SFE) empleando el sc-CO:2
y cosolvente etanol. Los rendimientos de extraccion estuvieron en el rango
de 0,2 a 8,5 % bajo condiciones de extraccion optimas de 200 y 300 bar,
40-50 °C y una proporcion de CO2/ etanol de 80/20 (Bustamante et al.,

2017).

Asimismo, se llevo a cabo otra investigacion donde utilizaron como
materia prima residuos industriales del Pisco (bagazo de uva) para la
extraccidon de biocompuestos aplicando SFE (sc-CO2) con cosolvente
etanol en proporcion 90/10 a una temperatura constante aproximada de 40
°C y trabajando a diferentes presiones (200-350 bar). El rendimiento de
extraccion obtenido fue de 5,5 +0,1 % a una presiéon de 200 bar, resultando
extractos con altas concentraciones de compuestos fendlicos (Farias-

Campomanes et al., 2013).

Se aplicé la tecnologia con fluidos supercriticos para extraer
flavonoides a partir de la cascara de pomelo (Citrus grandis (L.) Osbeck).

El disefio empleado fue el de Box-Behnken combinado con metodologia de
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superficie de respuesta para maximizar el rendimiento de extraccién de
flavonoides. Se logr6 obtener el mayor rendimiento de extraccion de
flavonoides (2,37 %) de la cascara de pomelo trabajando a una temperatura
de 80 °C, presion de 390 bar y un tiempo de extraccion estatico de 49 min

con etanol diluido como co-solvente (He et al., 2012).

Se ejecutd una investigacion aplicando SFE de compuestos fendlicos
a partir de corteza de Eucalyptus globulus Labill. Se realizaron corridas
preliminares con CO:2 puro y modificado usando el etanol, acetato de etila
y agua como co-solvente, donde se observé que la mezcla de CO2/Etanol
proporcion6 el mejor rendimiento de extraccion, alto contenido de fendlicos
totales y actividad antioxidante. Asimismo, este tipo de extraccion
empleando COg2/Etanol indicé ser muy selectivo, ya que los extractos
obtenidos contenian principalmente flavanonas como eriodictyol,
naringenin y o-isoramentin flavonol metilado. Por otro lado, se analizé la
influencia de la temperatura, contenido de etanol y caudal en este tipo de
extraccién, considerando una presion de 300 bar usando co-solvente
etanol, llevandose a cabo un disefio 23 completo de experimentos. Las
condiciones mas favorables fueron de 70 °C y una proporcion COz/Etanol
del 80/20, para lo cual el rendimiento de extraccion fue de 0,48 %, el

contenido de fendlicos totales=57,22 mg de equivalentes de &cido galico
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(GAE)/g de extracto y compuestos fendlicos totales mediante

HPLC=119,46 mg/g de extracto (Santos et al., 2012).

Asimismo, se llevd a cabo una investigacion empleando residuos
sélidos de la produccion industrial de jugos a partir de berries (frambuesa,
cranberry y aradndano) para la extraccibn de antioxidantes naturales
empleando métodos de extraccion convencional y con fluidos supercriticos
(CO2), siendo este ultimo realizado por un tiempo de 2 horas a diferentes
presiones entre 80-300 bar a una temperatura constante de 60 °C. Se
obtuvo un rendimiento maximo de extraccion de 5.20 % para los residuos
de frambuesa a una presion de 200 bar, 3,89 % de residuos de cranberry a
250 bar y 1,4 % de residuos de arandano a 200 bar. Sin embargo, el
contenido de compuestos fendlicos mas alto fue encontrado en el orujo de
la mora, 9 gr de equivalentes de acido galico (EAG)/100 g de extracto

(Laroze et al., 2010).

Por otro lado, en cuanto a la extraccion con liquidos presurizados,
Alonso-Salces et al. (2001) llevaron a cabo una investigacion donde
evaluaron varios factores entre ellas la temperatura y presién para la
obtencion de compuestos fendlicos de la pulpa y cascara de manzana

Golden Delicious. Las temperaturas evaluadas fueron de 40, 60, 80 y 100
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°C) y la presion de 69, 86 y 103 bar. Se estudi6 su efecto sobre la cantidad
de compuestos fendlicos obtenidos mediante HPLC. Resultando las
mejores condiciones de operacion a una temperatura de 40°C y 69 bar de

presion.

Otra investigacion importante evaluo el efecto de la temperatura (100,
120, 140, 160, 180, 200, 220 y 240 °C) y el tiempo de extraccion (10, 20,
30, 60, 90, 120 min) sobre el contenido de compuestos fendlicos presentes
en la cascara de papa mediante la extraccion con agua presurizada (60
bar). Donde se concluyé que las mejores condiciones para extraer los
biocompuestos de interés se da a una temperatura de 180 °C y un tiempo
de 60 min obteniendo un rendimiento de compuestos fendlicos de 0,08%

(Singh y Saldafa, 2011).

Se estudio el efecto de la concentraciéon del solvente etanol (70-100
%) y la temperatura (30-60 °C) sobre el rendimiento global, contenido de
compuestos fendlicos totales, la composicién de los fenoles de interés y la
actividad antioxidante presentes en la cascara de maracuya. Como
resultado de dicho estudio, se consideré que las mejores condiciones de
extraccidn se dan trabajando con 70% de etanol a una temperatura de 60°C

obteniendo un rendimiento de 35+0,2 % (Vigano et al., 2016).
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Ademas, se realiz6é un estudio con el objetivo de extraer compuestos
antioxidantes a partir de los residuos agroindustriales de la mora (Rubus
fruticosus L.) aplicando extraccion con liquidos presurizados. Se estudio la
influencia del tipo de solvente (agua, agua acidificada pH=2,5, etanol y
etanol +agua 50% v:v) y la temperatura (60, 80 y 100 °C) sobre el
rendimiento global, fenoles totales, antocianinas monomeéricas y actividad
antioxidante de los extractos. Los resultados mostraron influencia positiva
de la temperatura sobre el rendimiento global, fenoles totales y
antocianinas monomeéricas. Las mejores condiciones de proceso de
extraccidn se establecieron trabajando con una mezcla de etanol + agua 50
% v:v como solvente a una temperatura de 100 °C, resultando con un
contenido de fenoles totales de 7,36 mGAE/g de residuo fresco, y un

rendimiento global de 6,33 % (Machado et al., 2015).

Se realiz6 otro estudio aplicando extraccion con agua presurizada
con el fin de extraer polifenoles a partir de la cascara de granada. Los
factores que consideraron importantes para evaluar en el proceso de
extraccion fueron tamafio de particula (0.065-1,400 mm), temperatura (40,
65 y 90 °C) y tiempo de extraccion estatica (5, 15 y 30 min). Donde las

mejores condiciones de extraccidbn se dieron experimentando con un
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tamafio de particula de 0,065 — 0,212 mm, a una temperatura de 40 °C y
un tiempo estético de 5 min. El rendimiento de extraccion fue de 43,3 +2,7
%. Ademas, el contenido de punicalaginas fue de 11 660 mg/100 g en b.s.

(Cam vy Hisil, 2010).

Se realiz6 un estudio cuyo objetivo fue la extraccion de compuestos
fendlicos a partir de cascara de granada (P. granatum L.) aplicando la
combinacion de ultrasonido y liquidos presurizados. Evaluaron varios
factores entre ellos la temperatura (50-100°C), el tipo de solvente (agua y
etanol) entre otros, sobre el rendimiento de extraccién. Los resultados
mostraron que a temperaturas mayores a 60°C los compuestos fendlicos
de interés (punicalaginas y acido elagico) disminuyeron significativamente
realizando la extraccion con 70% etanol. La cantidad de punicalaginas a, 8
y acido elagico reportada fue de 414+19, 812+28 y 128+9 mg/100 g,

respectivamente (Sumere et al., 2018).
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CAPITULO IV.

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1. Tipo de investigacion
El tipo de investigacion es aplicada, cuantitativa y relacional (causa-

efecto).

4.2. Poblacion y muestra

A. Poblacion

La poblacién de granada variedad Wonderful proveniente del campo
experimental de la Municipalidad del Distrito de Ite, provincia de Jorge
Basadre de la region de Tacna fue de aproximadamente 7000 kg (7 t), la

cual fue cosechada en el mes de marzo del afio 2019.

B. Muestra

La muestra fue de 56,42 kg de granada entera variedad Wonderful
considerada dicha cantidad por conveniencia, resultando en un rendimiento
de 7,62% como matriz vegetal seca, molida y tamizada. En cuanto a la
muestra empleada para realizar cada tratamiento mediante la extraccion
con fluidos supercriticos y liquidos presurizados fue entre 6-10 g para los

experimentos y tratamientos de la | y Il etapa.



4.3. Disefo estadistico
En la | etapa, no se realizd en base a ningun disefio estadistico. En la
Tabla 7 se muestran los experimentos que se llevaron a cabo por duplicado

de forma preliminar.

Tabla 7
Experimentos realizados en la primera etapa
_ Proporcion de T Presion
_ Tipo de
Experimento » solvente (°C) (bar)
extraccion
CO2 etanol
1 100 -
2 SFE 90 10
40 200
3 50 50
4 PLE - 100

Fuente: Elaboracion propia (2019)

Para la Il etapa, se llevé a cabo un arreglo factorial 2x5 teniendo dos
factores: temperatura (Factor A) y Presion (Factor B). El estudio de las
extracciones unitarias se realizd usando diferentes condiciones de

temperatura (40 y 60 °C) y presién (20,40,60,80 y 100 bar).

Segun el arreglo factorial planteado, se llevaron a cabo 20
tratamientos o corridas considerando 2 repeticiones para obtener una

buena respuesta (Tabla 8).
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Tabla 8
Arreglo factorial 2x5 evaluando temperatura y presion sobre el rendimiento
de extraccion

TRATAMIENTO TEMPERATURA (°C) PR(EZ':))N
1 40 20
2 40 40
3 40 60
4 40 80
> 40 100
6 60 20
7 60 40
8 60 60
2 60 80
10 60 100

Fuente: Elaboracién propia (2019)

4.4. Materiales y métodos
4.4.1. Equipos y materiales
El estudio realizado se dio a escala de laboratorio donde se dispuso

de los siguientes materiales:

4.4.1.1. Equipos
» Mufla (ThermConcept, Modelo KLE 03/11, Germany).
» Estufa (Raypa, Modelo DOD-50, Espafia).

> Extractor soxhlet.
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vV Vv YV VvV VY V

Microcentrifuga (Eppendorf, Germany)
Agitador vortex.(Thermo Scientific, USA)
Lector de microplacas (Biotek, USA)
Secador de bandejas (ESIP/UNJBG).
Molino manual.

Extractor automatico con fluidos supercriticos MV-10 ASFE

Marca y procedencia: WATERS, Milford (USA).

Rango de presiéon: 60-400 bar

Rango de temperatura: ambiente a 90°C

Software: ChromScope
Extractor con liquidos presurizados (PLE)
- Fabricado: Laboratorio LASEFI, Sdo Paulo, Brasil (Santos,
Veggi y Meireles, 2012).
Rotavapor
- Marca y procedencia: Marconi, Brasil
- Modelo: MA 120
Bafio de ultrasonido
- Marca y procedencia: Maxiclean 1400, Indaiatuba, SP,
Brasil.
Equipo con cadmara UV (Multiband UV-254-366 nm, UVGL-58,

Mineralight® Lamp, Upland, CA, EUA).
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4.4.1.2. Insumos y materiales de laboratorio

» Mortero con mazo de porcelana.

» Espatulas delgadas y gruesas.

» Fiolas graduadas de 5, 10, 25 ml, 50 y 100 ml.

» Vasos de precipitado de 25, 50, 100 y 250 ml.

» Tubos de ensayo para centrifuga.

» Solucion estandar de acido elagico x 1 g (295 %, lote #
BCBP8742V, United Kingdom).

» Soluciones estandar de antocianinas.

» Piseta plastica.

» Gradillas.

» Gas nitrégeno.

» Jeringa de plastico

» Jeringa de vidrio de 10 ml.

» Lapiz 2B.

» Filtros de plastico.

» Papel aluminio

» Fibra de vidrio.

» Cepillos delgados de plastico.

» Pinzas.

» Viales para HPLC.
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» Dibxido de Carbono (COz2)

» Cuba de vidrio.

» Placas de silica gel (Alugram®, Xtra SIL G, Macherey-Nagel,
Duren, Alemania, con y sin sensibilidade UV-254 nm).

» Tubos capilares.

4.4.1.3. Reactivos
Acetato de etila (99,8 %) (Dinamica, SP, Brasil).
Acido acético glacial (99,7 %) (Dinamica, SP, Brasil).

Metanol (99,8 %) (Dinamica, SP, Brasil).

>
>
>
> Acido formico (98 %) (Merck, Darmstadt, Germany)
> Acido clorhidrico (36,5 %) (Synth, SP, Brasil)

> Alcohol etilico absoluto o etanol 99,5 % P.A (Anidrol, SP, Brasil)
>

El agua MilliQ (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, USA)
4.4.2. Métodos

4.4.2.1. Método procedimental

En la Figura 14 se muestran las operaciones unitarias llevadas a cabo
para la preparacion de la materia prima (Anexo 2). Asimismo, en la Figura
15y 16 se detalla el diagrama de flujo empleado en la primera y segunda
etapa del presente estudio respectivamente.
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Figura 14. Diagrama de flujo de la preparaciéon de la materia prima (P.
granatum)
Fuente: Elaboracién propia (2019)
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ANALISIS

Y: Rendimiento de extraccion

Figura 15. Diagrama de flujo de la extraccién de biocompuestos a partir de
los residuos de la granada evaluando la proporcion de solvente
(I etapa)

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Figura 16. Diagrama de flujo de la extraccién de biocompuestos a partir de

residuos de granada mediante liquidos presurizados (Il etapa).
Fuente: Elaboracién propia (2019)
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a) Recepcion de la materia prima
La granada fue obtenida de la parcela experimental de la

Municipalidad distrital de Ite, provincia de Jorge Basadre, Tacna.

b) Pesado

Se adquirio 56.42 kg de granada de la variedad Wonderful.

c) Lavado y desinfeccién

Con el fin de liberar la fruta de cualquier contaminante fisico externo
adherido a la cascara, se precedi6 a lavar con agua potable y luego
desinfectar con una solucién de hipoclorito de sodio a una concentracién

de 50 ppm.

d) Cortado
Luego de tener la fruta desinfectada se realizo el cortado de la
granada en 4 partes con ayuda de cuchillos de acero inoxidable y tablas de

picar.

e) Seleccidn
Se separaron las granadas que se encontraban en mal estado
(infestadas por hongos en el interior), las cuales se pesaron como

desechos.
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f) Desarilado
Consisti6 en desprender los arilos impregnados en la cascara y

membranas carpelares. Se realizé de forma manual con mucho cuidado.

g) Clasificacion
Los arilos se separaron ya que no representan nuestra materia
prima, considerando soélo la cascara y membranas carpelares, las cuales

se procedid a registrar su peso.

h) Almacenado
Las cascaras y membranas carpelares de colocaron en bolsas
plasticas blancas herméticas, de esa forma se almacenaron bajo

condiciones de congelacion (-20°C).

i) Secado
Posteriormente, los residuos fueron sometidos a un proceso de
secado a 40 °C x 72 horas empleando un secador de bandejas con aire

caliente.

i) Molido
Una vez secos, fueron molidos con ayuda de un molino manual y de

cuchillos.
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k) Tamizado

Los residuos molidos fueron tamizados a un tamafio de particula
promedio de 0,5 mm con ayuda de un juego de tamices y fueron
almacenados en bolsas plasticas forradas con papel aluminio y mantenidas

bajo condiciones de congelacion (-20°C).

l) Almacenado

Se procedi6 a almacenar los residuos ya tamizados en bolsas
plasticas inocuas con cierre ziplock, las cuales fueron rotuladas
considerando su tamafio de particula. Se sometieron bajo condiciones de

congelacion (-20°C).

m)  Preparacion del lecho de extraccion

Previo al proceso de extraccion, se realizé la preparacion del lecho
de extraccion, la cual consistio en acondicionar la materia prima dentro de
la celda o columna de extraccién, para ello, primero se pesd una
determinada cantidad (aprox. 6-10 g) de la materia prima tamizada. En
seguida se colocé una capa fina de lana de vidrio dentro de la columna,
luego la muestra y terminando con otra capa fina de lana de vidrio (Anexo

3).

53



n) Pesado del frasco colector vacio
Previamente a realizar el pesado del frasco colector, se verificoO que
éste se encuentre limpio y seco rotulandose a criterio. Luego de ello, con

ayuda de una balanza analitica, se peso el frasco, registrando dicho peso.

0) Extraccion

En la etapa |, para la extraccion se empleé un equipo extractor
supercritico automatico MV10-ASFE (CO: y etanol) y un equipo PLE
(LASEFI/FEA/UNICAMP) siendo este ultimo empleado también en la etapa
Il (Anexo 3 y 4). Una vez alcanzadas las condiciones de trabajo, se inici6
con la extracciéon estatica (5-10 min). Luego de dicho tiempo, se continu6
con la extraccion dindmica donde el extracto y el fluido fueron colectados
en el frasco previamente pesado. El tiempo de extraccion dinamico fue
calculado teniendo en cuenta una proporcion de solvente/materia prima
(S/F) de 10 y el caudal de solvente de 2 ml/min en la etapa | y 1 ml/min en

la etapa Il.

p) Evaporacion

Una vez finalizado el tiempo de extraccion dinamico, se retiro el frasco
colector, el cual fue colocado en un rotavapor para la evaporacion del
cosolvente etanol a una temperatura de 40°C y a presion de vacio a fin de

obtener sélo el extracto de la materia prima dentro del frasco.
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g) Pesado del frasco colector + extracto
Una vez que el frasco se encontro a temperatura ambiente fue pesado

en una balanza analitica para determinar el rendimiento de extraccion.

. g masa de extracto . 2
Rendimiento de extraccion (%) = 2 x100...... ecuacion 1
masa de la materia prima

r) Almacenado

Finalmente, se almacend el frasco conteniendo el extracto a
temperatura de congelacion (-20 °C) envuelto en papel de aluminio. Previo
a ello, se inyectd nitrdgeno dentro del frasco para retirar el oxigeno presente

y por ende evitar la oxidacion de los compuestos.

s) Analisis
Se realizaron andlisis cromatograficos de capa fina y liquida de alta
resolucion con el fin de poder identificar de forma cualitativa y cuantitativa

los compuestos presentes en los extractos de residuos de granada.

4.4.2.2. Métodos analiticos
4.4.2.2.1. Dilucién de los extractos

Para la dilucion de los extractos se ensay6 con dos solventes metanol
P.A. al 99.8% y etanol al 99.5 % P.A. (Farias-Campomanes, 2012).
Asimismo, se empled solo el extracto obtenido con mayor rendimiento por
PLE de la | etapa (experimento 4). Para facilitar la dilucion de los extractos,
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todos ellos pasaron por bafio de ultrasonido con diferentes tiempos
dependiendo del grado de su disolucion. Se emple6 como fase estacionaria
una placa de silica gel de 10 x 10 cm, sin sensibilidad UV y como fase mouvil,

acetato de etila: cloroformo (91:9).

4.4.2.2.2. Andlisis de cromatografia de capa fina (TLC)
A. Etapal

Se realizaron analisis para identificacion de antocianinas vy
compuestos fenolicos de los extractos obtenidos de los experimentos 3y 4
de la primera etapa. Se emplearon como fase estacionaria placas de silica
gel 60 de 10 x 10 cm, pre-recubiertas con aluminio para CCD sin

sensibilidad UV para todos los analisis de la primera etapa.

Para la identificacion de antocianinas se emplearon 2 metodologias.
La primera de ellas fue segun Wagner y Bladt (2001) y Farias-
Campomanes (2012), con algunas modificaciones. Se empleé como fase
movil acetato de etila: acido féormico: acido acético glacial: agua MilliQ
(68:7:7:18, viviviv). El extracto empleado fue del experimento 4, sélo con
etanol. El cual fue diluido en metanol acidificado:0,01 % (v/v) HCI en fiola
de 100 mL (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001). La concentracion del

extracto fue de 0,073 g/ml. Para la aplicacion del extracto sobre la placa se
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emplearon tubos capilares de 2 a 5 inyecciones. Se empleé el patron de
cianidina-3-glucésido, la cual estaba diluida en metanol en una
concentracion de 1 mg/ml. Para la deteccion de las bandas se visualiz6 en

luz visible y en un equipo con cabina que emite luz UV (254-366 nm).

La segunda metodologia para antocianinas que se empledé fue
también de Wagner y Bladt (2001). Se empleé como fase movil n-butanol:
acido aceético glacial: agua MilliQ (50:10:20, v/v/v). Los extractos empleados
fueron del tercer (con 50 % etanol) y cuarto experimento (sélo con etanol),
los cuales fueron diluidos en metanol P.A. La concentracion de los extractos
fue de 0,05 g/ml. Se inyect6 10 yL de extracto diluido sobre placa. Se
empleo el patron de cianidina-3-glucésido, la cual estaba diluida en metanol
en una concentracion de 0,66 mg/ml. Para la deteccién de las bandas se

visualiz6 en luz visible y en camara UV a longitud de onda larga 2=366 nm.

Luego, se realizaron andlisis para la identificacion de compuestos
fendlicos y flavonoides. Se emplearon dos métodos desarrollados por
Farias-Campomanes (2012) y Alburquerque et al. (2015) con algunas
modificaciones. El primer método consisti6 en emplear como fase mavil
acetato de etila: cloroformo (91:9, v/v). Los extractos empleados fueron del

experimento 3y 4, los cuales fueron diluidos en metanol acidificado:0,01%
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(v/v) HCI y metanol puro. La concentracion de los extractos fue alrededor
de 0,073 g/ml. Se inyect6 10-15 pL de extracto diluido sobre la placa. Se
comparé con patron de acido elagico diluido en metanol con tubo capilar.
Para visualizar las bandas de los compuestos se sometieron bajo luz visible

y UV con longitud de onda larga=366 nm.

El segundo método (Alburquerque et al., 2015) utilizado para
flavonoides y compuestos fendlicos se bas6 en emplear como fase maovil n-
hexano: acetato de etila: acido formico (78:18:03, v/v/v). Los extractos
utilizados fueron los de mayor rendimiento de extraccion, del experimento
3y 4, ya que la masa obtenida de los extractos del experimento 1y 2 fue
muy baja. Dichos extractos, asi como los patrones empleados de acido
elagico y quercetina fueron diluidos en hidroxido de sodio 1 M. La
concentracion de los extractos fue de 0,05 g/ml y de los patrones &cido
elagico y quercetina fueron 0,56 mg/ml y 0.26 mg/ml respectivamente. Se
inyectaron 10 uL de extracto y acido elagico sobre la placa y de 10-12.5 uL
de quercetina. Para visualizar las bandas de los compuestos se sometieron

bajo luz visible y UV, con longitud de onda larga=366 nm.
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B. Etapall

Se realizd el andlisis TLC para la identificacion de compuestos
fendlicos. A diferencia de la | etapa, en esta |l etapa se emplearon placas
de silica gel de 10 x 10 cm con sensibilidad UV-266 nm (Alugram®, Xtra
SIL G, Macherey-Nagel, Diren, Alemania). Se empleé como fase movil
acetato de etila: acido férmico: 4cido acético glacial: agua MilliQ (68:7:7:18,
vivivilv) (Farias-Campomanes, 2012). Los extractos empleados fueron los
2 tratamientos con mayor rendimiento de extraccién obtenidos mediante
PLE, rotulados como E1 (extracto 1) y E2 (extracto 2). Para la aplicacion
del extracto sobre la placa se empled una jeringa de 10 pL de capacidad

(Hamilton, Nevada, EUA).

La visualizacion de las bandas generadas por los constituyentes que
no fueron observadas en la region visible fue llevada a cabo por un equipo
que emite luz UV. Luego, se empled el revelador NP (2-aminoetil-
difenilborinato), el cual fue preparado en matraz Erlenmeyer de 150 mL,
donde se adiciono 50 g de 2-aminoetil-dfenilborinato en 100 mL de metanol.
Este revelador se aplicO con ayuda de un aspersor sobre la placa
acomodada sobre una estructura vertical con el fin de observar las bandas
de compuestos que no se visualizaban en luz UV a 254 nm, Luego, se

sometio la placa a camara UV visualizandose a 366 nm.
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El factor de retencion (Rf) se calcul6 de la division de la distancia

recorrida por el compuesto sobre la distancia recorrida por el disolvente.

4.4.2.2.3. Andlisis de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
Para identificar y cuantificar los compuestos presentes en la cascara
y membranas carpelares de la granada se realiz6 la cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). Se analizaron los 2 extractos obtenidos con
mayor rendimiento de extraccion mediante liquidos presurizados de la
segunda etapa (E1 y E2). Primero, se prepard los solventes a utilizar,
solvente A (Agua MilliQ acidificada al 1% de acido férmico) y Solvente B
(Acetonitrilo al 1% de &cido férmico). Para ello, se realizaron ensayos
previos con el fin de obtener los mejores resultados cromatogréaficos de los
compuestos presentes. Finalmente, se establecié el método de trabajo a
un flujo de 1.6 ml/min, en un tiempo de 20 min. Se fijé la columna adecuada
en este caso se utilizé la columna Kinetex Core Shell technology, 2,6 p C18

100 A, dimension 100 x 4,6 mm, de marca Phenomenex.

Por otro lado, se realizé la dilucion del patrén acido elagico con
metanol a diferentes concentraciones de 1, 10, 25, 50 y 100 mg/L. Ademas,
los dos extractos obtenidos con mayor rendimiento de extraccion fueron

diluidos en agua.
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A partir del extracto diluido en fiola de 10 ml, se filtré con ayuda de
una jeringa y filtro de plastico, trasvasandose 1,5 ml a un vial de vidrio para
ser analizado en el equipo HPLC. Se utilizo el software Empower Pro, para
el procesamiento de datos. EI HPLC (model 2695D, Milford, USA)
empleado estaba acoplado a un equipo detector de arreglo de diodos
(PhotoDiodo Array Detector, 2898). Se trabajo a una longitud de onda de
340 nm. Los compuestos mostrados en los cromatogramas obtenidos se
compararon con el tiempo de retencion del patron empleado acido elagico
y también con referencias bibliograficas para determinar cuantitativamente

los compuestos de punicalaginas a'y (3.
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CAPITULO V.

TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

5.1.Técnicas aplicadas en la recoleccion de la informacién
Los datos fueron recolectados de los analisis que se realizaron a las

unidades de estudio y que a continuacion se detallan:

5.1.1 Métodos analiticos
a. Analisis realizados a la materia prima
= Humedad (método por pérdida de peso constante), A.O.A.C,
1997.
= Cenizas (método por calcinacion), A.O.A.C, 1975.
= Grasa (método Soxhlet), A.O.A.C, 2003.
= Proteina (método de Bradford, 1976).
= Carbohidratos (por diferencia).

= Diametro de particula (ASAE S424.1 MAR1992)

b. Andlisis realizados a los extractos
= Cromatografia de Capa Fina (TLC)

= Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)



5.1.2 Métodos estadisticos

Con los promedios de los 20 tratamientos; para conocer la influencia
significativa de los factores temperatura y presién sobre el rendimiento de
extraccion se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) al 95 % de confianza.
Luego de ello se realiz6 la prueba de Tukey, para ver la diferencia
significativa entre las medias de los niveles de los factores y tratamientos.
Después se aplico un andlisis de efectos simples ya que la interaccion de

los factores fue significativa (p<0,05).

El modelo aditivo lineal para el arreglo factorial planteado es el siguiente:

Yije =+ a; + B; + (aB)ij + €ijx
Donde:

> Y= Rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos obtenido a
una temperatura i y presion j en la repeticion k.

» p = Rendimiento de extraccion medio general.

» a;= Efecto de la temperatura i.

> pB;= Efecto de la presion j.

> (ap);;= Efecto de la interaccion entre la temperatura i y la presion j.

> &= Efecto del error experimental obtenida obtenido a una temperatura

iy presion j en la repeticion k (Calzada, 1970).
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Para el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey se utilizd
el software estadistico Minitab 18. Para el analisis de efectos simples se

empled el software SAS 9.0.

5.2.Instrumentos de medicion

Para el andlisis de composicién centesimal y medicion de variables,
se emplearon instrumentos de medicién fisicos de buena precision
(calibrados) y para la medicion de la proporcion de solvente COz/etanol en
la | etapa del estudio empleando el equipo MV-10 ASFE, se dio de manera
semi-automatica ya que trabaja con un software computarizado, donde solo

se indica la proporcién de los solventes a utilizar.

a) Estufa. Para determinacion de la humedad.
» Marca: Raypa. Modelo: DOD-50 (Espafia)
» Rango de temperatura: hasta 250 ° C.

» V=230, 50/60 Hz y W= 1000

b) Balanza analitica. Para determinacion del rendimiento de extraccion.
» Marca: ADAM
» Capacidad: 0,0001 g-250 g

» Diametro de plato: 80 mm.

64



c) Termémetro Laser Infrarrojo de mano. Para medicibn de la

temperatura.

» Rango de medicion de temperatura: -50 ~ 380 °C,

» Tiempo de respuesta: 500ms

d) Regla graduada. Para la medicion del factor de retencién en TLC.

>

>

Marca: Artesco (plastico)

Capacidad: 30 cm.

e) Cromatdégrafo Liquido de Alta Perfomance (HPLC) acoplado con

detector de diodos (PDA). Para la determinacion del contenido de los

biocompuestos de interés.

>

>

YV VvV VvV V¥V ¥V VYV VY

Marca: Waters e2695 separations module.
Numero de disolventes: uno a cuatro

Tasa de rango de flujo: 0.000 a 10. 000 ml/min
Presion maxima de operacion: 5000 psi (345 bar)
Numero de viales de muestra: 120 viales.
Capacidad del vial de muestra estandar: 2 ml
Rango de volumen de inyeccion: 0,1 a 100 pl
Muestra minima requerida: 10 pl.

Control de temperatura de la muestra (opcional): 4 a 40 °C.
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5.3.Resultados
5.3.1. Analisis de la composicién centesimal de la materia prima

En la Tabla 9 se reportan los resultados del analisis de composicion
centesimal de la cascara y membranas carpelares de la granada de la

variedad Wonderful analizada como materia prima.

Tabla 9
Composicion centesimal de los residuos de la granada (P. granatum)
variedad Wonderful

Analisis % Base humeda
Humedad 71,95+0,8
Lipidos 1,61+0,13
Proteinas 1,41+0,03
Cenizas 1,21+0,01
Carbohidratos totales* 23,81

(*) calculado por diferencia.
Fuente: Elaboracién propia (2020).

5.3.2. Analisis del tamafio de particula de la M.P.

Figura 17. Cascara de granada molida y tamizada.
Fuente: Elaboracion propia (2019).
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En la Figura 17 se aprecia la matriz vegetal empleada, cascara y
membranas carpelares de granada molida y tamizada, a la cual se le

calculo el tamafio de particula promedio que fue de 0,5 mm (Anexo 5).

5.3.3. Rendimiento de extraccion de la primera etapa

Luego de haber sometido la matriz vegetal a diferentes procesos de
extraccion (SFE y PLE) haciendo uso de diferentes proporciones de
solvente CO2/ etanol por duplicado, se obtuvieron los siguientes

rendimientos de extraccion, empleando la ecuacion 1.

Tabla 10
Resultados de rendimiento de extraccion de la | etapa.

Rendimiento de

Tipo de extraccion (%) X%
., E i
extraccion xperimento (%)
R1 R2
1 0,2189 0,0959 0,16
(s6lo CO2) ' ' '
2
SFE 0,9116 0,7171 0,81
(10 % etanol)
3
707
(50 % etanol) 5,670 5,0330 535
PLE 4 22,4641 20,2727 21,37

(sé6lo etanol)

Fuente: Elaboracion propia (2020).

Por lo tanto, mediante SFE empleando CO:2 y etanol (realizado en el

equipo SFE-MV10) se obtuvo un mayor rendimiento de extraccion en el

67



experimento 3 (5,35%), la cual se realizé a una T°=40 °C y 200 Bar, con 50
% de etanol. Sin embargo, al comparar con el método de extraccion con
liquidos presurizados (en el equipo montado PLE) donde s6lo se empleo el
solvente etanol, el rendimiento de extraccion fue casi cuatro veces mayor
(21,37 %). Ademas, se puede apreciar que las extracciones solo con COz2
y 10 % de etanol son muy pequefias (<1%) por lo tanto se decidié no llevar

a cabo analisis posteriores de identificacién de compuestos fendlicos.

5.3.4. Seleccidn del solvente de dilucion para analisis

Para seleccionar el solvente andlisis mas idoneo para diluir los
extractos de la cadscara y membranas carpelares de la granada con el fin
de analizarlos cromatograficamente, se realizaron pruebas con el solvente
metanol y etanol. En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos al

comparar el poder de dilucién de ambos solventes.

Tabla 11
Comparacion de solventes de dilucion para analisis de los extractos
obtenidos

Tiempo en bafio de

Solvente Dilucion ) Dilucion final Color
ultrasonido
Metanol Alta. 10 min Completa Naranja
) ) Incompleta (60 %), quedo Amarillo
Etanol Baja. 30 min .
algo de extracto no disuelto. opaco

Fuente: Elaboracion propia (2020)
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Luego de ello, se realizé un analisis cromatografico de capa fina (TLC)
de los extractos diluidos en metanol y etanol para poder apreciar con cual
de los dos solventes empleados, los biocompuestos presentes en el

extracto se separan mejor.

A luz vis. Rf A luz UV 366 nm Rf
] 1.0
0.5
: : ~ = 0.0
M4 M2 el E2 M1
a) b)

Figura 18. Analisis por TLC del extracto de residuo de granada obtenido del
experimento 4 de la | etapa diluido en metanol y etanol a) bajo
luz visible UV b) bajo luz UV a 366 nm sin tratamiento quimico.

De acuerdo al nivel de dilucién del extracto con el solvente aplicado,
se considera que es mejor la dilucion con metanol que etanol, ya que la
dilucion es completa, no observandose ningun residuo del extracto en la

solucién preparada (Tabla 11), lo cual permitié que al realizar el andlisis de
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cromatografia de capa fina se muestren mejor las fases de los compuestos

presentes de forma mas intensa y marcada (Figura 18).

5.3.5. Analisis preliminar de biocompuestos mediante TLC

5.3.5.1. Antocianinas

A)Metodologia 1: (Wagner y Bladt, 2001; Farias-Campomanes, 2012)

A luz vis. RE Aluz UV 366 nm Rf

0.5 0.5

UL

WEEZ EE3  EE4

0.09

Figura 19. Analisis por TLC del extracto de residuo de granada obtenido del
experimento 4 de la | etapa comparado con patron de cianidina-
3-glucosido a) bajo luz visible UV b) bajo luz UV a 366 nm sin
tratamiento quimico.
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B) Metodologia 2 (Wagner y Bladt, 2001)

A luz UV

366 nm Rf

A luz vis.

= 0.5
| 0.85

0.75

0.65

0.55

0.5

0.25

0.15

a) b)
Figura 20. Analisis por TLC del extracto de residuo de granada obtenidos

del experimento 3y 4 de la | etapa a) bajo luz visible UV b) bajo
luz UV a 366 nm sin tratamiento quimico.
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5.3.5.2. Flavonoides y compuestos fendlicos

A) Metodologia 1

Rf

A luz vis. Aluz UV A =366 nm

a) b)

Figura 21. Andlisis por TLC del extracto de cascara de granada obtenido
del experimento 4 a) bajo luz visible UV b) bajo luz UV a 366
nm sin tratamiento quimico.
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Rf

A luz vis. Aluz UV A =366 nm

a) b)
Figura 22. Andlisis por TLC de extractos de residuo de granada del

experimento 3y 4 de la | etapa comparado con patron de acido
elagico a) bajo luz visible UV b) bajo luz UV a 366 nm.

B) Metodologia 2

Rf

A luz vis. Aluz UV A =366 nm
"l“ ———— . 1.0
' ' 0.9

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

AE Q1 Q2 A Lt

a) b)

Figura 23. Andlisis por TLC de extractos de residuo de granada obtenido
del experimento 3 y 4 de la | etapa comparado con patron de
acido elagico y quercetina a) bajo luz visible UV b) bajo luz UV a
366 nm.
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5.3.6. Extraccion con liquidos presurizados (Il etapa)

En la Il etapa, la extraccion con liquidos presurizados empleando solo
etanol como solvente de extraccion se llevé a cabo en un tiempo promedio
de 86 minutos en cada tratamiento. La coloracion del extracto obtenido fue
naranja como se muestra en la Figura 24.

’.’zﬁ\‘

> ZvLs 60 wﬂ!
2pPe 6o 4028
| . - '."

B — -
- ..}
o a_—
{
|

1h 1h 16 min

Figura 24. Frasco recolector conteniendo el extracto de cascara y
membranas carpelares de granada con solvente etanol.

Una vez concluido el proceso de extraccion con liquidos presurizados,
se realizo la evaporacion del etanol en condiciones de vacio con ayuda de
un rotavapor obteniendo un extracto con coloracion rojiza, como se muestra

en la Figura 25.

Figura 25. Proceso de evaporacion del etanol contenido en el frasco
recolector para obtener el extracto de la granada
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5.3.7. Rendimiento de extraccion mediante PLE
Enla Tabla 12 se presentan los promedios de los resultados obtenidos
de la determinacion de los rendimientos de extraccidon global (%) para los

10 tratamientos, el cual se realizd con 2 repeticiones (Anexo 7).

Tabla 12
Resultados promedio del rendimiento de extraccion de la Il etapa
Y:
X1: X2:
) ) Rendimiento de
Tratamientos Temperatura Presion ]
extraccion global
(°C) (bar)
(%)
1 40 20 27,41
2 40 40 31,01
3 40 60 30,59
4 40 80 31,39
5 40 100 31,12
6 60 20 30,00
7 60 40 37,28
8 60 60 35,36
9 60 80 44,99
10 60 100 36,06

Fuente: Elaboracion propia (2020).

5.3.7.1. Anadlisis estadistico

El analisis de varianza (Anexo 8a) muestra que existen 3 efectos

significativos con p-valor menores a 0,05 lo cual indica que los factores:
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temperatura (A), presion (B) y su interaccion (AB) tienen una influencia

significativa sobre el rendimiento de extraccion global.

La bondad del modelo se puede comprobar por el coeficiente de
determinacién (R?). El valor de R? que resultd 0,90 indica que los factores
temperatura, presion y su interaccion explican el 90 % de la variabilidad de

la variable respuesta (rendimiento de extraccion global).

El efecto de los factores y su interaccion sobre la variable respuesta
se muestra graficamente en el diagrama de Pareto (Figura 26) donde la
linea vertical define el 95% de los intervalos de confianza. La interpretacion
del diagrama de Pareto demuestra que los factores temperatura y presion
son altamente significativos, y en menor medida su interaccién (AB). Un

aumento en ellos aumenta el rendimiento de extraccién global.

Término 2.228
1

| Factor Nombre
A Temperatura
B Presion

AB

o 1 2 3 4 5 6 7
Efecto estandarizado

Figura 26. Diagrama de Pareto de efectos de la temperatura, presion y su
interaccion sobre el rendimiento de extraccion
Fuente: Elaboracién propia (2020), utilizando el software Minitab 18
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Temperatura

tQ
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il 60
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35

30 /\h

20 40 60 80 100
Presion (bar)

Media de rendimiento de extraccion (%)

Figura 27. Gréfica de interaccion de los factores sobre el rendimiento de
extraccion.
Fuente: Elaboracién propia (2020), utilizando el software Minitab 18

En el presente trabajo de investigacion se demuestra que la
interaccién doble (de 2 factores) si bien es significativa estadisticamente
segun el ANOVA, ya que el valor p es 0,049 (Anexo 8a), sin embargo, la
interaccion de ambos factores no tiene un efecto tan influyente sobre la
respuesta como se muestra en la Figura 27 por ello no se aprecia a simple
vista el cruce o interseccion de las lineas y mas bien los efectos principales
(factores temperatura y presion) si tienen un efecto mas significativo
(Figura 28) por lo que los efectos principales terminan dominando el

proceso (Gutiérrez y de la Vara, 2008).
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Temperatura (°C) Presion (bar)

38

36

34

32

30

Media de Rendimiento de extraccion (%)

40 60 20 40 60 80 100
Figura 28. Gréafica de los efectos principales (temperatura y presién) sobre

el rendimiento de extraccion.
Fuente: Elaboracién propia (2020), utilizando el software Minitab 18

Para comparar de forma mas detallada las medias de los niveles de
cada factor, se realiz6 la prueba de Tukey, donde se observa que existen
diferencias significativas entre los dos niveles de temperatura (40 y 60 °C)
obteniendo la media mas alta del rendimiento de extraccion a la
temperatura de 60°C. En el caso de las medias de los 5 niveles del factor
presion, se aprecia que hay dos grupos A y B, donde las medias de las
presiones de 80 y 40 bar son significativamente diferentes a la media de la
presion de 20 bar, siendo la media obtenida a 80 bar la mas alta (Anexo

8h).
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En cuanto a los tratamientos, segun la prueba de Tukey, la media del
rendimiento de extraccion del tratamiento nueve, el cual fue sometido a una
temperatura de 60 °C y 80 bar fue significativamente diferente a todos los
demas tratamientos, obteniendo el mayor rendimiento de extraccion

(44,99%) (Anexo 8b).

Como el valor de probabilidad de la interaccion de los factores
temperatura y presién es menor a 0,05 se hallaron los efectos simples
(Anexo 8c), donde se observa que, en cuanto a las temperaturas, a 60°C
si hay diferencias significativas entre las medias de los rendimientos de las
cinco presiones evaluadas con un valor p<0,05. En cuanto a las presiones,
hubo diferencias significativas entre las medias de los rendimientos de las

temperaturas solo a 80 y 40 bar (p<0,05).

Luego se procedié a seleccionar los dos tratamientos con mayor
rendimiento de extraccion obtenido para analizar los compuestos fenolicos
presentes a través de técnicas cromatograficas. En la Tabla 13 se muestran

los tratamientos seleccionados.

Tabla 13
Tratamientos con mayores rendimientos de extracciéon

Rendimiento de

Tratamiento Extracto T (°C) P (bar) extraccion (%)
7 El 60 40 37,28
9 E2 80 44,99

Fuente: Elaboracién propia (2020)
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5.3.8. Identificacion de compuestos fenélicos mediante TLC
SIN REVELADOR CON REVELADOR  Rf

LUZ VISIBLE

LUZ UV 254 nm

"NAP FMYSy VAR

LUZ UV 366 nm

E) F)
Figura 29. Analisis por TLC del extracto de cascara de granada bajo a) luz
visible sin revelador, b) luz visible con revelador, c) luz UV a 254
nm sin revelador, d) luz UV a 254 nm con revelador, €) luz UV a
366 nm sin revelador y f) luz UV a 366 nm con revelador (NP).
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5.3.9. Identificacion de compuestos fenélicos mediante HPLC

EXTRACTO 1 EXTRACTO 2

Punicalagina B
Desconocido
Desconocido

Punicalagina a
Desconocido
Acido elagico
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido
Desconocido

COMPUESTO FENOLICO

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MG EAE

Figura 30. Comparacion de compuestos fenélicos presentes en el extracto
1y extracto 2.

) -
0.060
Punicalagina B

0.050
0.040- Acido elagico

<Dt 0.0304
0.020

Punicalagina a

0.010]
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Figura 31. Cromatograma de los compuestos fendlicos mas representativos
del extracto de cascara y membranas carpelares de la granada.
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5.4.Discusion de los resultados

5.4.1 Extracciones de la Etapa |

La Etapa | se llevo a cabo con el fin de evaluar el rendimiento de
extraccion a través de diferentes proporciones de solvente COgz/etanol,
empleando tecnologias limpias (SFE y PLE), ya que en el caso de la
extraccidon mediante SFE, la adicion de pequefas cantidades de cosolvente
como el etanol mejora la polaridad del CO:2 en estado supercritico, el cual
es de naturaleza apolar (Mushtaq et al., 2015). Por ende, se pudo apreciar
gue el mayor rendimiento de extraccion se obtuvo trabajando con 100% de
solvente etanol mediante PLE, seguido de la proporcion de 50/50, 90/10 y
100% COq. Esto confirma los estudios llevados a cabo por Paes et al.
(2014), donde se hizo un estudio comparativo entre ambos procesos de
extraccion SFE y PLE, resultando éste Ultimo mas conveniente para realizar
la extraccion de compuestos fendlicos de naturaleza polar. Por lo tanto, el
uso del solvente etanol ayuda en el incremento del rendimiento de
extraccién de compuestos fendlicos a partir de los residuos de la granada
por su afinidad quimica (Bustamante et al., 2017) y su uso es mas

conveniente por ser un solvente tipo GRAS.

Gracias a los experimentos realizados en la | etapa, donde se

aplicaron dos de las tecnologias limpias, la tecnologia con fluidos
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supercriticos y la tecnologia de extraccién con liquidos presurizados
considerando como variable de estudio independiente a la proporcion de
COz/Etanol (100% CO2, 90/10, 50/50 y 100 % etanol) y como la variable
respuesta el rendimiento de extraccion trabajando a una temperatura y
presion constante de 40°C y 200 bar, se pudo apreciar que la extraccion
con solo etanol resulté en un mayor rendimiento, debido a su naturaleza
polar que es mas compatible con los biocompuestos que estadn en mayor
proporcién en los residuos de la granada (P. granatum), resultando en un
rendimiento de 21,37% en base seca, el cual es cercano a los resultados
de 23 % de rendimiento reportados por Yasoubi et al. (2007), quienes
realizaron la extraccién por maceracion con etanol puro. Ademas, el
rendimiento obtenido en el presente estudio empleando solo CO2y 10 %
de cosolvente etanol mediante SFE (0,16-0,81%) fue algo menor a
resultados reportados en un estudio anterior (0,4-1,3 %) (Bustamante et al.,
2017) obtenidos a la misma presion (200 bar) y temperatura similar (40-
50°C), lo cual puede deberse al diferente origen del fruto, procedimiento de

preparacion de la matriz vegetal y condiciones de trabajo (Huie, 2002).

83



5.4.2 Anélisis de capa fina de los extractos obtenidos en la | etapa
5.4.2.1. Analisis de antocianinas

A. Metodologia 1

Al observar la placa a detalle (Figura 19a.), se puede considerar que
hay indicios de presencia de antocianinas en la muestra a la luz visible, que
presenta el color caracteristico en los extractos EE3 y EE4 comparado con
el patron de cianidina-3-glucdésido, pero de mayor polaridad con un factor
de retencién (Rf) de 0,09. Aparte de ello, se puede apreciar la presencia de
otro compuesto fendlico bien marcado siendo de color amarillo en luz visible
y en luz UV a 366 nm de un color verde fosforescente (Figura 19b.) lo que

segun Wagner y Bladt (2001) serian flavonoides.

Ademas, con respecto a la fase movil empleada que estuvo
compuesta de acetato de etila: 4cido formico: acido acético glacial: agua
(68:7:7:18), cuyo indice de polaridad promedio es de 5,67 (Anexo 6)
(Spangenberg et al., 2011) lo cual lo cataloga como una fase movil de
polaridad media alta, permitiendo una separacién algo alongada de los

compuestos los cuales fueron arrastrados por ser de naturaleza polar.
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B. Metodologia 2

Con respecto al andlisis de los resultados obtenidos aplicando el
método 2 para antocianinas (Wagner y Bladt, 2001), se puede notar en luz
UV a longitud de onda larga de 366 nm (Figura 20b.), que ambos extractos
de los experimentos 3 y 4 presentan una diversidad de compuestos sin
identificar, sin embargo, no se observa claramente la presencia de
antocianinas en luz visible (Figura 20a.), s6lo se puede apreciar que en el
extracto del experimento 4 hay algun compuesto de naturaleza polar que

se aprecia de color marrén claro de Rf 0,15 aproximadamente.

En cuanto a la polaridad de la fase movil preparada, la cual estuvo
compuesta de butanol: acido acético glacial: agua (50:10:20) se calcul6
tener un indice de polaridad de 4,59 (Anexo 6) (Spangenberg et al., 2011)
considerandose ser un eluyente de polaridad intermedia lo cual fue positivo
ya gue en una vision panoramica se logré apreciar mejor la separacion de
los diversos compuestos presentes. Se recomendaria emplear puntos de
comparacion (patrones) porgue el extracto presenta muchos componentes
desconocidos. En adicion, la desventaja que presentd este método fue el

prolongado tiempo de elucién que fue de aproximadamente 2,5 horas.
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5.4.2.2. Anadlisis de flavonoides y compuestos fendlicos

A. Metodologia 1

En el caso de los resultados obtenidos empleando el método 1 para
flavonoides (Farias-Campomanes, 2012), se pudo observar que en el
extracto obtenido solo con etanol (experimento 4) hubo presencia de
flavonoides no identificados lograndose distinguir una franja bien marcada
de color amarillo intenso a luz visible (Figura 21a.) y verde fosforescente en
luz UV (366 nm) (Figura 21b.) de un compuesto “x” representativo en la
muestra con un factor de retencion de 0,83 que seria de polaridad
medianamente baja. Al comparar con los resultados obtenidos por Farias-
Campomanes (2012), se podria indicar que la franja de compuestos que
permanecieron sobre la linea de inyeccion o partida serian flavonoides tales
como quercetina y rutina. Asimismo, se logra apreciar, aungue no tan
claramente en los puntos de inyeccion 3, 4 y 5 ciertos compuestos
aglomerados los cuales serian de caracter polar, ya que el indice de
polaridad calculado de la fase mavil empleada (acetato de etila: cloroformo;
91:9) seria de 4,37 (Anexo 6) (Spangenberg et al., 2011) denominandose
de una polaridad media baja, la cual no permite una perceptible separacion
de los compuestos presentes en la cascara y membranas carpelares de la
granada que son de naturaleza mayoritariamente polar (Waksmundzka-

Hajnos et al., 2008).
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Al comparar el extracto obtenido sélo con etanol (experimento 4) con
el extracto obtenido con 50 % de etanol (experimento 3), se pudo observar
gque ambos extractos presentan ciertos flavonoides en diferente
concentracion y de diferente polaridad, ya que en el extracto del
experimento 4 (Al, A2) el eluyente de polaridad medianamente baja (4,37)
(Anexo 6) arrastré un compuesto de semejante polaridad mostrandose de
color verde amarillento fluorescente en luz UV a A4 = 366 nm (Figura 22b)
hasta un factor de retenciébn de 0,8; sin embargo, en el extracto del
experimento 3 (B1, B2) se aprecié que sus componentes son mas polares
que del experimento 4, ya que los compuestos estuvieron mas cerca de la

linea de partida y se mostraron con mayor intensidad.

Al comparar ambos extractos con el patrén de acido elagico diluido
en metanol, se observd que no presentan dicho compuesto, no obstante,
también puede deberse a que la concentracion del acido elagico inyectado

fue un poco baja por lo cual no se puedo apreciar en la placa de silica gel.
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B. Metodologia 2

Segun los resultados obtenidos empleando la metodologia 2 para
compuestos fendlicos (Alburquerque et al., 2015), se pudo apreciar (Figura
23) que la fase movil preparada no logré6 separar eficazmente los
compuestos presentes en los extractos de ambos experimentos, eso
debido posiblemente a que dicho eluyente de indice de polaridad calculado
de 1,05 (Anexo 6) (Spangenberg et al., 2011) es de polaridad baja y no
pudo transportar con facilidad los compuestos ya que son de naturaleza
mas polar debido a que permanecieron muy cerca al punto de inyeccién lo
cual significa que fueron adsorbidos por el gel de silica (fase estacionaria),

la cual es de naturaleza polar.

Al comparar los extractos con los patrones de acido elagico y
guercetina, tampoco se podria considerar que hay presencia de ellos por la
aglomeracion de los compuestos cerca de la linea de partida (Figura 23).
Se recomendaria emplear una fase movil mas polar dada la naturaleza de

los compuestos presentes en dichos extractos.
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5.4.3 Rendimiento de extracciéon de la |l etapa

El tratamiento nueve (T=60 °C y P=80 bar) del arreglo factorial 2x5
presentd el méas alto rendimiento de extracciéon (X,= 44,99%), el cual fue
superior a los obtenidos en otros estudios que utilizaron tecnologias de
extraccion limpias y convencionales (Alexandre et al., 2017; Sharayei et al.,
2019). Asimismo, este rendimiento de extraccion obtenido en el presente
estudio fue similar a los reportados por Cam y Hisil (2010) con 43,3%
quienes realizaron la extraccidon con agua presurizada como solvente de
extraccion y trabajaron a una temperatura de 40 °C y presién de 103,5 bar.
Sin embargo, algunas investigaciones mostraron rendimientos de
extraccion superiores a los determinados en el presente estudio (Machado
et al., 2019). Estas diferencias podrian estar asociadas partiendo del
diferente método de extraccion aplicado, la variedad y el origen de la
granada, el tipo de solvente de extraccion y las condiciones de operacion.
En la Tabla 14 se muestra un cuadro comparativo de algunos estudios
desarrollados sobre extraccion de compuestos fenolicos a partir de los
residuos de la granada (cascaras principalmente) empleando diversas

tecnologias de extraccion limpias y convencionales.

Comparando con métodos convencionales de extraccion empleando

etanol (Wang et al., 2011), el promedio del rendimiento de extraccion
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mediante liquidos presurizados obtenido en el presente estudio resultd
significativamente mayor (33,52 % >17,71 %) a partir de cascara de
granada variedad Wonderful. Ademas, comparando el tiempo de extraccion
empleado por cada tratamiento entre ambos métodos de extraccion,

mediante PLE se extrajo en menor tiempo (86 min < 240 min).

Tabla 14

Extraccion de compuestos fendlicos a partir de los residuos de la granada
empleando diversas tecnologias de extraccion limpias y convencionales

Rendimient

Método de Variedad Solvente de Condicione o de R_efgrenf:l.a
- . - s de - bibliografic
extraccion (Origen) extraccion - extraccion
operacion a
(%)
Extraccion a P= 3820 bar (Alexandre
alta presion (Portugal) 36 % etanol ©=30 min. 24,9-31,3%
etal., 2017)
(HPE)
Malas (Kazemi et
L, (Isfahan, 70 % etanol - 26,8-41,6%
Extraccion Iran) al., 2016)
asistida con - -
ultrasonido  S'S/eKape- Agua - 13,1 % (Sharayei et
(UAE) Ferdos al., 2019)
Mollar (SP, 70 % etanol i 55,71- (Machado et
Brasil) ° 59,02% al., 2019)
Extraccion
con liquidos . T=40°C (Gam y Hisil,
+ 0,
presurizados (Turquia) Agua P=103,5 bar 43,3£2,7% 2010)
(PLE)
Extraccion o
con fluidos Wonderful scCOz:ethanol ;:;805203 02-8.5 % (Bustamante
supercriticos  (Elqui, Chile) (80:20) - bar o etal., 2017)
(SFE)
T=40°C
- Wonderful _
Extracc_lon (Califomia, Etanol P=1,01 bar 17,71 % (Wang et al.,
convencional USA) S/F=15 2011)
©=240 min

T=Temperatura, P=Presion, ©=Tiempo, S/F=Solvente/materia prima
Fuente: Elaboracion propia (2020)
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5.4.3.1. Efecto de la presion

Segun los resultados obtenidos y el analisis de varianza, el efecto
de la presion fue significativa sobre el rendimiento de extraccion global
(p<0,05). Sin embargo, los resultados muestran que no es directamente
proporcional, ya que, a una presion de 100 bar, el rendimiento de extraccion
decrece trabajando a una temperatura de 60 °C. Con respecto a las
presiones de 60 y 100 bar a una T° de 60 °C, resultaron con promedios de
rendimientos de extraccion relativamente cercanos (35,36 y 36,06 %
respectivamente), siendo no significativamente diferentes, segun prueba de
Tukey. Mientras que las medias del rendimiento de extraccion de las
presiones de 80 y 40 bar, si fueron significativamente diferentes que la
media de la presién de 20 bar (p<0,05), lo cual difiri6 de los resultados del
estudio llevado a cabo por Alcazar-Alay et al. (2014). Esto se pudo deber a
la diferente naturaleza quimica y estabilidad del compuesto bioactivo a

extraer.

Segun la literatura, altas presiones también son asociadas con altos
rendimientos de extraccion; sin embargo, no siempre este incremento es
lineal, ya que el paso del solvente a través del lecho de extraccion puede
ser afectado por una compactacion promovida debido al uso de elevada

presion (Kronholm et al., 2007).
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5.4.3.2. Efecto de latemperatura

Segun los resultados obtenidos y el analisis de varianza, se determino
gue la temperatura tiene una influencia significativa sobre el rendimiento de
extraccion global (p<0,05). La temperatura fue directamente proporcional al
rendimiento de extraccion, eso quiere decir que mientras mas alta sea la
temperatura, habra un mayor rendimiento de extraccién (Machado et al.,

2015).

Segun la literatura, las altas temperaturas permiten que el poder de
solvatacién del solvente se incremente y provoquen la ruptura de las
interacciones presentes entre la muestra matriz y el analito (causadas por
fuerzas de Van Der Waals, puentes de hidrogeno, y atracciones dipolo-
dipolo). Asimismo, el incremento de la temperatura ayuda a superar las
interacciones cohesivas y adhesivas por la disminucion de la energia de
activacion la cual es requerida para el proceso de desorcién. En adicion,
las temperaturas elevadas decrecen la tensién superficial (solvente, soluto
y matriz) lo cual mejora la humectacion de la muestra y permite que los
analitos se disuelvan mas rapidamente en el solvente. Al mismo tiempo, el
incremento de la temperatura disminuye la viscosidad del solvente, por lo
tanto, mejora la penetracion del solvente dentro de la matriz. Asimismo,

mejora la tasa de difusion, en otras palabras, la transferencia de masa de
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la molécula de interés en el solvente (Alvarez-Rivera et al., 2019; Mustafa

y Turner, 2011).

5.4.4 Andlisis de compuestos fendlicos de la etapa Il

5.4.3.1. Cromatografia de capa fina (TLC)

Al observar la placa a detalle (Figura 29a, 29b), se pudo considerar
gue hay indicios de presencia de acido elagico en la muestra a la luz visible,
gue presenté un color gris claro en los extractos E1 y E2 comparado con el
patrén de &cido elagico ya que se presentaron al mismo nivel con un factor
de retencion (Rf) de 0,83, lo cual significé que dicho acido fendlico fue de
polaridad media baja ya que fue arrastrado por una fase movil (acetato de
etila: acido formico: acido acético glacial: agua, 68:7:7:18, v/v/v/v) cuyo
indice de polaridad promedio es de 5,67 (Spangenberg et al., 2011) la cual
la cataloga como un eluyente de polaridad media. Asimismo, en luz visible,
se pudo apreciar la presencia de otros compuestos obtenidos de diferentes
grados de polaridad y color, los cuales fueron eluidos entre un factor de

retencién de 0,09 y 0,83.

Al observar la placa en luz UV de longitud de onda corta (254 nm) sin
revelador (Figura 29c), se logro visualizar de mejor manera la presencia de

otros compuestos por la separacion de las bandas que no eran apreciadas
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en luz visible. No obstante, aplicando el revelador, los compuestos

mostrados se apreciaron borrosos.

En cuanto a la visualizacidon de la placa en luz UV a una longitud de
onda larga (366 nm) empleando el revelador NP (Figura 29f), se observo la
presencia de 7 bandas, de diferente grado de polaridad y coloracion, lo cual
demuestra que existe una diversidad de compuestos fendlicos presentes

en los residuos de la granada.

5.4.3.2. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Luego de analizar cromatograficamente los dos extractos de cascara
y membranas carpelares de granada con mayor rendimiento de extraccion
global mediante HPLC-DAD (Figura 31), se identificé un total de 19
biocompuestos, de los cuales se hallaron 7 compuestos en cantidades
importantes presentes en los residuos de la granada (P. granatum),
logrando ser identificados y cuantificados 3 de ellos al ser comparados con
la literatura (Calin-Sanchez et al., 2013; Cam y Hisil, 2010; Qu et al., 2012).
Sin embargo, se llegaron a encontrar aproximadamente hasta 79
compuestos bioactivos presentes en la granada en un estudio anterior

empleando otras técnicas espectroscopicas (Ambigaipalan et al., 2016).
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Segun el gréfico mostrado (Figura 30), el compuesto en mayor
cantidad fue la punicalagina B (6,4 min), seguido de dos compuestos
desconocidos. En seguida, el otro compuesto en cantidad importante fue la
punicalagina a (4,8 min), seguido de otro compuesto desconocido, y luego
se observo la presencia del acido elagico (9,3 min) seguido de otro
compuesto no identificado en similar cantidad. Los demas compuestos no
identificados serian derivados de las punicalaginas y acidos fendlicos

presentes (Fischer et al., 2011).

Comparando el extracto 1 (E1) con el extracto 2 (E2), se observo que
presentan los mismos compuestos fendlicos; sin embargo, el E1 presentd
una cantidad significativamente mayor de punicalagina a, 8 y acido elagico
(48,22+2,05, 146,58+11,20 y 25,57+0,27 mg/100 g de muestra en b.s.,
respectivamente) en comparacion con el E2 (40,41+1,56, 125,72+3,65 y
22,74+0,30 mg/100 g de muestra en b.s.). Por lo tanto, no necesariamente
el extracto con mayor rendimiento de extraccién en este caso el E2, puede
contener la mayor cantidad de los compuestos de interés, ya que al haber
sido sometido a una mayor presion posiblemente haya podido provocar la
degradacion en cierta proporcion de los compuestos de interés o la ruptura
de la estructura de estos compuestos (Farias-Campomanes et al., 2013).

Por lo tanto, se recomendaria trabajar a una presion de 40 bar no solamente
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porque se encontraron en mayor cantidad los compuestos fendlicos
deseables, sino que también permite un ahorro de energia que se entrega
al proceso, en consecuencia, ahorro de costos de produccion, siendo el
proceso de extraccibn mas atractivo comercialmente, si se desearia aplicar
como aditivo antioxidante o antimicrobiano a nivel o escala industrial en la

industria alimentaria.

Asimismo, hay estudios realizados anteriormente sobre la
identificacion y cuantificaciéon de compuestos fendlicos de los residuos de
la granada como el realizado por Qu et al. (2012) quienes encontraron 200,
216 y 491 mg/100 g de punicalagina a, punicalagina B y acido elagico
respectivamente, las cuales son cantidades superiores a las determinadas
en el presente estudio En adicidn, otro estudio de identificaciéon el cual
empled analisis HPLC-DAD-ESI/MS, encontrd en su cascara 1054 mg/100
g de punicalaginas y 64 mg/100 g de acido elagico (Fischer et al., 2011).
El motivo por el cual la cantidad de compuestos de interés es mayor en
estos estudios mencionados puede deberse a la diferencia en la variedad
de granada estudiada, procedimientos de preparacion de la materia prima

y tipo de solvente de extraccion empleado (Ambigaipalan et al., 2016).
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El mayor contenido de las punicalaginas (a+p) y acido elagico
obtenidos en el presente estudio resultaron 194,80 mg/100 g y 25,57+0,27
mg/100 g, respectivamente. Estos valores resultaron menores que los
reportados por otros autores (Calin-Sanchez et al., 2013; Fischer et al.,
2011). Esta diferencia podria deberse al proceso de secado que se llevo a
cabo previo a la extraccion, en la preparacion de la matriz vegetal, ya que
en el presente estudio se realizé un secado en bandejas mediante aire
caliente, en cambio estos autores citados realizaron un secado de los
residuos de la granada mediante el proceso de liofilizacion la cual preserva
en mejor estado los compuestos bioactivos termolabiles, ya que causan
minimos dafios a sus estructuras permitiendo el desarrollo de cristales de
hielo dentro de la matriz, lo cuales pueden producir rupturas mas grandes
dentro de la estructura celular de la matriz, lo cual posiblemente mejore el

acceso del solvente y la extraccion en si (Al-Rawahi et al., 2013).

Asimismo, el diferente método de extraccibn empleado ha podido
influir en la cantidad de compuestos fendlicos de interés obtenida, ya que
tltimamente se vienen combinando métodos de extraccion considerados
tecnologias limpias para mejorar su eficacia (Santos et al., 2019; Sumere

et al., 2018).
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Las punicalaginas y el acido elagico son biocompuestos que debido a
sus propiedades ya comprobadas se hacen de gran interés para la industria
de los alimentos pudiendo ser aplicados como ingredientes naturales con

capacidad antioxidante, conservante y funcional.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvo un mayor rendimiento global de compuestos fendlicos a partir
de la cascara y membranas carpelares de la granada (Punica granatum)
variedad Wonderful aplicando la extraccion con liquidos presurizados

(PLE), donde se emple6 como solvente de extraccion etanol puro.

2. Se determiné que la influencia de la temperatura, la presion de proceso
y su interaccion de ambos factores fue significativa sobre el rendimiento
de extraccion global de compuestos fendlicos (p<0,05), donde el nivel
mas significativo del factor temperatura fue de 60 °C y los niveles de
presion mas significativos fueron de 80 y 40 bar(p<0,05), dando como
resultado un rendimiento de extraccion global de 44,99% y 37,28%,

respectivamente, que representan a los tratamientos 7 y 9.

3. Se logré identificar y cuantificar los compuestos de interés presentes en
el residuo de la granada (cascara y membranas carpelares) de los dos
tratamientos que obtuvieron mayor rendimiento de extraccién, donde el
extracto 1 (tratamiento 7) presentd un mayor contenido de punicalaginas
a, By acido elagico (48,22+2,05, 146,58+11,20 y 25,57+0,27 mg/100 g
de muestra en b.s., respectivamente) en comparacion con el extracto 2
(tratamiento 9) (40,41+1,56, 125,72+3,65 y 22,74+0,30 mg/100 g de

muestra en b.s.).



RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar el secado de los residuos de la granada mediante
liofilizacidbn o microondas ya que estos métodos preservan mejor los

compuestos bioactivos segun el estado del arte.

Se recomienda realizar el proceso de extraccibn evaluando otras
variables, como el caudal de flujo del solvente, el tipo de solvente
pudiendo ser agua o una mezcla hidroalcohdlica, asi como el tiempo de

contacto entre el solvente y la matriz vegetal.

Se recomienda extraer compuestos bioactivos de otros residuos
agroindustriales de cultivos representativos de nuestra region como del
orujo de las aceitunas, los residuos del orégano (palillos), de las
cascaras y semillas de frutas y hortalizas (zapallo de carga y aji)
aplicando tecnologias limpias considerando los compuestos de interés

a extraer.

Se sugiere realizar el analisis cromatografico TLC empleando patrones

estandar de los compuestos de interés para realizar su identificacion.

Se sugiere determinar la capacidad antioxidante de los extractos

obtenidos.
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ANEXOS

Anexo 1. Matriz de consistencia

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

VARIABLES

¢Cuales seran las condiciones de
operacion que favorezcan el
rendimiento de extraccion de los
compuestos fendlicos a partir de la
cascara y membranas carpelares de
la granada (P. granatum) variedad
Wonderful de Ite - Tacna aplicando la
tecnologia con fluidos supercriticos y
liquidos presurizados?

Obtener el mayor rendimiento de
extraccion de compuestos fendlicos
a partir de la cascara y membranas
carpelares de la granada (P.
granatum) variedad Wonderful de Ite
-Tacna aplicando la tecnologia con
fluidos supercriticos y liquidos
presurizados.

El rendimiento de extraccion de
compuestos fendlicos presentes en
la cascara y membranas carpelares
de la granada (P. granatum) de lte-
Tacna es influenciado por las
condiciones de operacion de la
tecnologia con fluidos supercriticos
y liquidos presurizados.

PROBLEMAS ESPECIFICOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

HIPOTESIS ESPECIFICAS

¢,Cudl seré la proporcion de solvente
CO, ylo etanol que favorezca el
rendimiento de extraccion de
compuestos fendlicos presentes en
el residuo solido de la granada
aplicando la extraccion con fluidos
supercriticos y liquidos
presurizados?

Determinar la proporcién de solvente
CO, ylo etanol que favorezca el
rendimiento de extraccion de
compuestos fendlicos presentes en
el residuo sélido de la granada
aplicando extraccion con fluidos
supercriticos y liquidos presurizados.

La proporcion de solvente CO, y/o
etanol influye en el rendimiento de
extraccion global de compuestos
fendlicos presentes en el residuo
sélido de la granada aplicando la
extraccion con fluidos supercriticos
y liquidos presurizados.

¢ Cudl sera la temperatura y presion
de proceso que favorezca el
rendimiento de extraccion de
compuestos fendlicos presentes en
el residuo sélido de la granada
asistida por liquidos presurizados?

Determinar la temperatura y presion
de proceso que favorezca el
rendimiento de extraccion de
compuestos fendlicos presentes en
el residuo sélido de la granada
asistida por liquidos presurizados.

La temperatura y presion de
proceso a ciertas condiciones
permite  obtener los mejores
rendimientos de extraccion de
compuestos fenodlicos presentes en
el residuo sélido de la granada
asistida por liquidos presurizados.

la concentracion de
punicalaginas y acido elagico
presentes en los extractos del
residuo sélido de la granada
obtenidos mediante liquidos
presurizados?

¢;Cual sera

Identificar y cuantificar el contenido
de punicalaginas y &acido elagico
presentes en los extractos del
residuo sélido de la granada
obtenidos mediante liquidos
presurizados.

Es factible cuantificar el contenido
de punicalaginas y acido elagico
presentes en los extractos del
residuo sélido de la granada
obtenidos mediante liquidos
presurizados.

INDEPENDIENTES

A. Proporcion de solvente CO,
ylo etanol (100% CO,, 90/10,
50/50, 100% etanol).

B. Temperatura de proceso (40y
60 °C).

C. Presion de proceso
(20,40,60,80 y 100 bar).
DEPENDIENTES

A. Rendimiento de extraccién
global (X,) (%).

B. Contenido de punicalaginas
(mg/100 g).

C. Contenido de &cido elagico
(mg/100 g).

Fuente: Elaboracion propia (2019)



Anexo 2. Fotografias de la preparacion de la materia prima




Anexo 3. Fotografias de la extraccion de biocompuestos a partir de la
granada evaluando la proporcion de solvente (I etapa).
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Anexo 4. Fotografias de la extraccion de biocompuestos a partir de la
granada mediante liquidos presurizados (Il etapa).
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Anexo 5. Determinacion del diametro de particula de la materia prima

Repeticion 1
Numero Abertura % masa Acumulativo del Xi medio log Xi medio *Mi Y* Mi Z % masa Y Mi Didmetro
de Mesh (An) (mm) retenida tamiz V(A = A4,) (log Xi = . % masa ret de
%masaret.) retenida particula
100
9 2 0,006184458 99,99381554 2,2 0,338456494 0,00209317 -0,306435085 1 -0,306435085 0,494
12 1,41 0,059962355 99,93385319 1,7 0,225124554 0,013498999
16 1 0,2199516 99,71390159 1,2 0,074609556 0,016410491
24 0,71 0,158107018 99,55579457 0,8 -0,074370826  -0,011758549
48 0,297 0,282199516 99,27359505 0,5 -0,337992601  -0,095381348
80 0,18 0,133772519 99,13982253 0,2 -0,635985523  -0,085077386
Fondo 0,139822533 99 0,1 -1,045757491 -0,146220461
Repeticion 2
Numero Abertura % masa Acumulativo del Xi medio log Xi medio *Mi > Mi Z 9% masa Yx Mi Didmetro
de Mesh (An) (mm) retenida tamiz V(A = A4,) (log Xi = . % masa ret de
%masa ret.) retenida particula
100
9 2 0,008150722 99,99184928 2,2 0,338456494 0,002758665 -0,295316696 1 -0,295316696 0,507
12 1,41 0,069615179 99,9222341 1,7 0,225124554 0,015672086
16 1 0,221672902 99,7005612 1,2 0,074609556 0,016538917
24 0,71 0,163816141 99,53674506 0,8 -0,074370826  -0,012183142
48 0,297 0,269508284 99,26723677 0,5 -0,337992601  -0.091091806
80 0,18 0,128006414 99,13923036 0,2 -0,635985523  -0,081410226
Fondo 0,139230358 99 0,1 -1,045757491 -0,14560119
Fuente: Norma ASAE S424.1 MAR1992.
Anexo 6. Valor de polaridad de principales solventes de extraccion
N° Solvente Polaridad N° Solvente Polaridad
1 n-hexano 0,1 7 Acetona 51
2 Tolueno 2,4 8 Metanol 51
3 Eter diisopropil 2,4 9 Acetonitrilo 5,8
4 n-butanol 39 10 Acido acético 6,0
5 cloroformo 4,1 11 Acido férmico 6,0
6  Acetato de etilo 4.4 12 Agua 10,2

Fuente: Spangenberg et al. (2011).
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Anexo 7. Resultados del rendimiento de extraccion con repeticiones

TEMPERATURA ) REP. 1 REP. 2 RENDIMIENTO
(°c) PRESION (Bar) (%) (%) PROMEDIO (%)
20 28,18 26,64 27,41
40 29,03 32,98 31,01
40 60 30,97 30,21 30,59
80 31,03 31,75 31,39
100 34,33 27,91 31,12
20 28,04 31,96 30,00
40 36,87 37,68 37,28
60 60 36,54 34,18 35,36
80 46,80 43,18 44,99
100 37,37 34,75 36,06

Anexo 8. Andlisis estad

istico

a) Analisis de varianza (ANOVA) mediante el software Minitab 18.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Temperatura (°C) 1 206,98 206,982 40,65 0,000
Presion (bar) 182,72 45,679 8,97 0,002
Temperatura 71,16 17,789 3,49 0,049
(°C)*Presion (bar)
Error 10 50,92 5,092
Total 19 511,78
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
2.25663 90,05% 81,09% 60,20%
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b) Prueba de Tukey

Comparacion por el método de Tukey: Temperatura (°C)

Temperatura (°C) N Media Agrupacion
60 10 36,737 A
40 10 30,303 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparacion por el método de Tukey: Presion (bar)

Presion N Media Agrupacion
(bar)

80 4 38,190 A

40 4 34,140 A

100 4 33,590 A

60 4 32,975 A

20 4 28,705

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparacion de los tratamientos: Temperatura (°T)*Presion (bar)

Temperatura*Presion N Media Agrupacion

60 80 2 44.990 A

60 40 2 37.275 A B

60 100 2 36.060 A B C
60 60 2 35.360 B C
40 80 2 31.390 B C
40 100 2 31.120 B C
40 40 2 31.005 B C
40 60 2 30.590 B C
60 20 2 30.000 B C
40 20 2 27.410 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

125



c) Analisis de los efectos simples

Procedinienta GLH
Medias de cuadrados mininos

A i) T LESMEANW
al hi 27 . 416606066
al h2 31 GG GGGG
al h3 30.S9GGGGG
al h4 31 . 33GGGGG
al h% 3. P 266660
a2l hi 30. GOGGGGG
aa h2 37.27560G¢
a2 h3 5. I6GGGGG
a2 b4 44, 9990049
a2 b5 16. 0600000

fA*B Efecto dividido por A for Y

Suma de Cuadrado de
f DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
al 4 21.587360 L.396840 1.06 0.4251
a2 4 232.28B6160 58.071540 11.40 0.0010

A*B Efecto dividido por B for Y

Suma de Cuadrado de
B DF cuadrados la media F-VYalor Pr > F
bl 1 6.7081900Q 6.708100Q 1.32 Q.2778
b2 1 39.3123900 39.312309 .72 0.91395
b3 1 22.752900 22.7%2909 4.47 Q9.0697
b4 1 184 .969999 184 .3969909 36.32 9.9091
b5 1 24 .493609 24.493699 4.79 0.0534

Anexo 9. Balance de masa para la preparaciéon de la materia prima

OPERACIONES UNITARIAS Entra Sale Continua
RECEPCION (kg) 56,42 0,00 56,42
PESADO (kg) 56,42 0,00 56,42
LAVADO/DESINFECCION (kg) 56,42 0,00 56,42
CORTADO (kg) 56,42 0,00 56,42
SELECCION (kg) 56,42 1,68 54,74
DESARILADO (kg) 54,74 35,84 18,90
CLASIFICACION (kg) 18,90 0,00 18,90
ALMACENADO (kg) 18,90 0,00 18,90
SECADO (kg) 18,90 13,50 5,40
MOLIDO (kg) 5,40 0,40 5,00
TAMIZADO (kg) 5,00 0,70 4,30
ALMACENADO (kg) 4,30 0,00 4,30
MATRIZ VEGETAL (p/p %) 7,62%

Fuente: Elaboracién propia (2020)
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Anexo 10. Concentracion vs area del patrén écido elagico

CcODIGO CONCENTRACION AREA PROMEDIO
PATRON EA 100 mg/L_R1 846892
- 100 mg/L —— 846892
PATRON EA 100 mg/L_R2 839316
PATRON EA 50 mg/L_R1 431247
- 50 mg/L —— 426290,5
PATRON EA 50 mg/L_R2 421334
PATRON EA 25 mg/L_R1 197576
- 25 mg/L —_— 198379
PATRON EA 25 mg/L_R2 199182
PATRON EA 10 mg/L_R1 65538
- 10 mg/L —_— 65554
PATRON EA_10 mg/L_R2 65570
PATRON EA 1 mg/L_R1 2399
- 1 mg/L  Ees— 2400,5
PATRON EA 1 mg/L_R2 2402

Anexo 11. Curva patrén del acido elagico
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Anexo 12. Contenido de compuestos fenolicos del extracto 1 y 2 de la
granada en mg/ EAE (EAE=Equivalentes de Acido elagico)

EXTRACTO 1: T°=60 °C/P=40 bar EXTRACTO 2: T°=60 °C/P=80 bar
N° NAME MEDIA  DESVIO N° NAME MEDIA  DESVIO
(mg EAE) PADRAO (mg EAE) PADRAO
1 Punicalagina a 2,9 0,1 1 Punicalagina a 2,4 0,1
2 Unknown 1,5 0,0 2 Unknown 1,3 0,1
3 Punicalagina B 8,8 0,7 3 Punicalagina B 7,6 0,2
4 Unknown 3,2 0,0 4 Unknown 2,7 0,0
5 Unknown 0,8 0,0 5 Unknown 0,7 0,0
6 Unknown 0,5 0,0 6 Unknown 0,4 0,0
7  Acido elagico 1,5 0,0 7  Acido elagico 1,4 0,0
8 Unknown 3,6 0,2 8 Unknown 3,2 0,1
9 Unknown 2,1 0,1 9 Unknown 1,9 0,1
10 Unknown 0,6 0,0 10 Unknown 0,6 0,0
11 Unknown 0,6 0,0 11 Unknown 0,6 0,0
12 Unknown 0,6 0,0 12 Unknown 0,6 0,0
13 Unknown 0,9 0,0 13 Unknown 0,8 0,0
14 Unknown 0,9 0,0 14 Unknown 0,8 0,0
15 Unknown 0,6 0,0 15 Unknown 0,6 0,0
16 Unknown 0,6 0,0 16 Unknown 0,6 0,0
17 Unknown 0,6 0,0 17 Unknown 0,5 0,0
18 Unknown 0,4 0,0 18 Unknown 0,4 0,0
19 Unknown 0,5 0,0 19 Unknown 0,5 0,0
TOTAL EXTRAIDO 31,2 1,3 TOTAL EXTRAIDO 27.8 0,8
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Anexo 13. Contenido de compuestos fendlicos del extracto 1 y 2 de la
granada en mg/g de extracto y mg/100g m.s.

CONDICION
- E1 E2
PICO COMPUESTOS 60/40 60/80
(mg/g (mg/g

extracto) extracto)
1 a-Punicalagin 1,26x0,05 0,94+0,04
2 unidentified 0,65+0,29  0,51+0,03
3 B-Punicalagin 3,84+0,01 2,92+0,09
4 unidentified 1,39+0,00 1,05+0,01
5 unidentified 0,35+0,00  0,28%0,00
6 unidentified 0,20+0,01 0,17%0,00
7 Ellagic Acid 0,67+0,08 0,5310,01
8 unidentified 1,58+0,04 1,25+0,06
9 unidentified 0,91+0,01 0,7340,03
10 unidentified 0,27+0,00  0,2310,01
11 unidentified 0,25+0,00  0,2240,00
12 unidentified 0,26+0,01  0,2210,00
13 unidentified 0,3910,01 0,3240,01
14 unidentified 0,39+0,00 0,3210,00
15 unidentified 0,28+0,00  0,24+0,00
16 unidentified 0,2740,01  0,23%0,00
17 unidentified 0,24+0,01 0,2110,01
18 unidentified 0,1740,00  0,15%0,00
19 unidentified 0,20+0,00 0,18%0,00
TOTAL 13,58+0,56 10,7+0,30
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CONDICION
. E1 E2
COMPUESTOS 60/40 60/80
(mg/100g (mg/100g
m.s.) m.s.)

1 o-Punicalagin  48,1515612 39,7229325
2 unidentified ~ 24,9059799 21,5165885
3 B-Punicalagin  146,115082 125,789286
4 unidentified  53,1327572 44,6882991
5 unidentified  13,2831893 11,5858553
6 unidentified  8,30199331 6,62048876
7 Ellagic Acid  24,9059799 23,1717107
8 unidentified  59,7743518 52,9639101
9 unidentified  34,8683719 31,4473216
10 unidentified  9,96239197 9,93073314
11 unidentified  9,96239197 9,93073314
12 unidentified  9,96239197 9,93073314
13 unidentified ~ 14,943588  13,2409775
14 unidentified ~ 14,943588  13,2409775
15 unidentified  9,96239197 9,93073314
16 unidentified  9,96239197 9,93073314
17 unidentified  9,96239197 8,27561095
18 unidentified  6,64159465 6,62048876
19 unidentified  8,30199331 8,27561095

TOTAL 518,044382 456,813724
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