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RESUMEN

Esta tesis se desarrolla en torno a la extraccion y caracterizacion de biocompuestos
no polares presentes en subproductos de procesamiento de granada variedad
Wonderful, especificamente de semillas; utilizando dioxido de carbono supercritico
(sc-CO2) a temperaturas entre 40 y 60 °C, y presion constante de 320 bar, en un
intervalo de tiempo entre 1 a 5 horas, con un caudal de CO2 promedio de ~4,05 kg/h.
A modo de comparacién, se realizé la extraccién con hexano utilizando un equipo
Soxhlet que permiti6 obtener un rendimiento del 18,3524 %. Los extractos se
analizaron mediante cromatografia de gases por deteccion de ionizacién de llama y
espectrometria de masas. Se propuso un disefio experimental de rotaciéon central
compuesto con 2 » 2 + estrella o 2k para el analisis estadistico en el software
MINITAB 18, con 13 tratamientos aleatorizados que se controlaron con la propuesta
de estudiar el efecto de la temperatura y el tiempo durante la extraccion supercritica
a una presion constante. La temperatura de 60 °C tuvo un efecto significativo (p
<0.05) sobre el rendimiento alcanzado, con el valor mas alto del aceite en 19,53 %,
obtenido en un tiempo de 5 horas de extraccion a 320 bar. El perfil de acidos grasos
mostré al acido punico como el acido graso mas abundante en el aceite de semilla
de granada seguido de acido estearico y palmitico. En menor medida, encontramos
al acido oleico, lignocerico, araquidico, caproico y linoleico. En cuanto a los
tocoferoles y esteroles se encontraron gamma y beta tocoferol, gamma y beta
sitosterol, estigmasterol y alfa tocoferol (vitamina E) como componentes en mayor

proporcion.

Palabras claves: fluido supercritico, granada Wonderful, acidos grasos, tocoferoles,

esteroles, CO2 critico, cromatografia de gases masas, acido punico.



ABSTRACT

This study is developed around the extraction and characterization of non-polar
biocomposites present in by-products of pomegranate processing variety Wonderful,
specifically from seeds; using supercritical carbon dioxide (sc-CO2) at temperatures
between 40 and 60 °C, and constant pressure of 320 bar, in a time interval between
1 to 5 hours, with an average CO2 flow rate of ~4,05 kg/h. For comparison, extraction
with hexane was performed using a Soxhlet kit that obtained a yield of 18.35 %.
Extracts are analyzed by gas chromatography by flame ionization detection and mass
spectrometry. A composite central rotation experimental design with 2 ~ 2 + star or 2k
was proposed for statistical analysis in the MINITAB 18 software, with 13 randomized
treatments that control the effect of temperature and time during extraction with the
study proposal. supercritical at constant pressure. The temperature of 60 ° C had a
significant effect (p <0.05) on the obtained yield, with the highest value of the oil at
19.53 %, obtained in a time of 5 hours of extraction at 320 bar. The fatty acid profile
found to punic acid as the most abundant fatty acid in pomegranate seed oil followed
by stearic and palmitic acid. To a lesser extent, we find oleic, lignoceric, arachidic,
caproic and linoleic acids. Regarding tocopherols and sterols, gamma and beta
tocopherol, gamma and beta sitosterol, stigmasterol and alpha tocopherol (vitamin E)

were found as components in a greater proportion.

Key Words: Supercritical fluid, grenade Wonderful, fatty acids, tocopherols, sterols,

critical CO2, mass gas chromatography, punicic acid.



INTRODUCCION

La granada es una fruta muy valorada por su alto contenido de antioxidantes
ya que tiene un alto indice en polifenoles y antocianinas. El modo convencional de consumo
de la granada se centra en el jugo o zumo, como mermelada y jalea, que se obtiene
prensando los arilos que estan contenidos en membranas llamadas carpelos, las cuales se
encuentran en la parte interna de la granada, asi como los arilos que contienen las semillas
(Martinez, J. J., Melgarejo, P., Hernandez, F., Salazar, D. M., y Martinez, 2006). Tanto la
corteza como la cascara, los carpelos y las semillas se consideran residuos de esta fruta y
el uso que se le da es minimo. En el Peru, a pesar de reconocer las bondades de la granada
no hay industria para procesar el jugo 0 zumo, mucho menos la matriz vegetal no
comestible. Es por ello que de la produccién destinada al mercado nacional su descarte se

da en grandes cantidades.

En el distrito de Ite, regién de Tacna, la Asociacion de productores de Granada
Wonderful exporta la mayor parte a Paises Bajos con un 44% de participacion, Rusia (20%)
y Canada (20%) segun lo reportado en el portal Fresh Plaza (2019). Fresh Fruit (2020)
detalla asimismo que en el mes de marzo la granada peruana contabiliz6 109
embarcaciones, 196 compradores y lleg6 a 39 paises. En cuanto a las principales empresas
exportadoras de granadas en ese periodo se encuentran Exportadora Fruticola del Sur S.A.
(con un 20% de participacion), Pémica Peru S.A.C. (10%) y Agro Victoria S.A.C. (8%)
(Fuente: agraria.pe). El resto se vende en el sur del Peru, incluyendo la region de Tacna,
en donde solo es de conocimiento general el consumo de arilos o el jugo de estos. Es asi
que una forma de impulsar la agroindustria en nuestra region y el pais permitiria valorizar
esta materia prima en su totalidad, lo cual podria darse del mismo modo en diversas frutas
con gran produccién y de este modo aprovechar, tal es el caso en la granada, las cascaras,

los carpelos y las semillas; valorando sus grandes aportes y beneficios a la salud.

Brevemente, de la literatura existente, se sabe que las semillas de granada son
fuentes ricas en componentes bioactivos de naturaleza lipidica con posibles actividades
fisioldégicas benéficas y de interés por su uso en la nutricion y salud humana (Cam M,
Erdogan F, Aslan D., 2013). Debido a sus propiedades nutricionales y medicinales, en los
ultimos afos el aceite extraido de las semillas de granada (PSO - Pomegranate Seed Oil)
también ha sido investigado como un ingrediente funcional en la industria alimentaria

(Mohagheghi M, Rezaei K, Labbafi M, 2011). Diversos estudios afirman que los extractos



nutracéuticos son valiosos porque tienen un alto contenido de biocompuestos activos que
estan contenidos en la corteza y las semillas, encontrando en éstos un contenido
significativo de compuestos fendélicos ademas de &acidos grasos, tocoferoles (vitamina E),
fitoesteroles y esteroles. Su extraccion representa un gran potencial para la industria
alimentaria, farmacéutica, quimica y cosmética logrando concentrar en los extractos,
compuestos de interés a partir de productos naturales sin intervencion de materiales

sintéticos o productos quimicos (Verardo et al., 2014).

En lo que respecta a las semillas, ya lavadas sin restos de arilo, los estudios
respaldan un rendimiento de contenido de aceite esencial de 12-20 %; Liu, Xu, Hao, y Gao,
(2009) reportan un rendimiento de extraccion de aceite de semilla de granada en un
15.63%, lo que se encuentra dentro de la media. Con un perfil importante de acidos grasos,
se encuentra en forma caracteristica de esta fruta esta al acido punico (omega 5), un acido
graso poliinsaturado, isémero de acido linolenico conjugado (CLA), que se puede encontrar
en una concentracion, aproximadamente 64-83 % en PSO. Ademas, el acido punico tiene
efectos  antiinflamatorios,  anticancerigenos, antioxidantes, antiateroscleroticos,
antitumorales y antihipertensivos (Kaufman y Wiesman, 2007). EI PSO posee una
composicion rica en acidos grasos poliinsaturados que comprende predominantemente

acido punico (~55 %) como se caracteriza por Carvalho Filho (2014).

Acido graso conjugado (Conjugated Fatty Acid - CFA), es el término general de
isbmeros posicionales y geométricos de acidos grasos poliinsaturados con dobles enlaces
conjugados. El contenido de componentes bioactivos también se ve afectado por factores
como la variedad, las condiciones agroclimaticas, el riego y la fertilizacion de la granada en
el campo. Natolino y Da Porto (2019), argumenta que el contenido total de lipidos en las
semillas de granada varia entre 7,9 y 16 % y, en términos del contenido de &cido punico
entre 74-85 % del contenido total de &cidos grasos. Estos valores dependen de la variedad
de estudio. El acido punico podria sintetizarse quimicamente por deshidratacion e
isomerizacién de productos de oxidacion secundaria de los &cidos linoleico y alfa-linolénico
(Kinami et al., 2007). Entre los acidos grasos con mayor contenido se encuentran el acido
oleico, el acido linoleico y el 4cido palmitico. Las semillas de granada también contienen un
alto contenido de tocoferoles, uno de ellos es el y-tocoferol, con 87,9-95,0 % del total
(Verardo et al., 2014).

En cuanto a los fitosteroles analizados, Kaufman y Wiesman (2007), se

encontraron: campesterol; estigmasterol; sitosterol; A5-avenasterol y citrostadienol. Los



fitosteroles se encontraron en una concentracion bastante alta en el PSO (4089-6205
mg/kg). Un perfil detallado de los fitosteroles en el PSO mostré una amplia variedad, siendo
los principales, el beta-sitosterol (con recientes estudios en tratamientos antidiabéticos), el
campesterol y el estigmasterol. Este estudio muestra un nuevo andlisis detallado de PSO,
y un gran potencial para futuras investigaciones sobre los efectos fisiologicos de
componentes valiosos especificos en los aceites procedentes de esta fruta.

Debido al contenido de estos compuestos activos, el PSO puede ser muy efectivo
en el tratamiento de diversas enfermedades cronicas y degenerativas, ademas de poder
contribuir con la alimentacion o terapia de diferentes trastornos funcionales. Se pueden usar
varios métodos para su extraccién, como el prensado en frio, extraccién con solventes
organicos (Boussetta T, Raad H, Letteron P, Gougerot-Pocidalo MA, Marie JC, 2009;
McFarlin BK, 2008), o Extraccion con Fluidos Supercritico (SFE), que se basa en que tanto
la presibn como la temperatura de extraccion juegan un factor determinante para la
variacion en el contenido de componentes bioactivos y el rendimiento del extracto obtenido.
Las condiciones de temperatura y presion son alcanzadas por el fluido supercritico antes
de entrar en contacto con la matriz vegetal e ingresar al extractor, estas condiciones
determinan el comportamiento y las cualidades solventes del fluido relacionadas a su
polaridad y afinidad con los compuestos de interés. En el caso de los compuestos no
polares se presentan los aceites esenciales que contienen acidos grasos, acidos organicos,

tocoferoles y esteroles (Esquivel-Hernandez et al., 2017).

Los andlisis proximales de caracterizacion se realizaron en la Escuela de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Privada de Tacna, donde se llevd a cabo la determinacion de
humedad, cenizas, lipidos y proteinas en semillas y cascaras de Granada (Punica granatum)

variedad Wonderful por métodos Asociacién de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC).

Las actividades experimentales y andlisis de extractos se desarrollaron en la
Universidad Autonoma San Luis Potosi de México. Las extracciones de aceite de semillas
de granada, el cual contendria los biocompuestos activos de interés se llevaron a cabo en
el laboratorio de Manejo de Residuos Ambientales. Los analisis por espectrometria de
masas acoplado a un cromatégrafo de gases (CG-MS) Los andlisis de cromatografia de
gases masas, se llevaron a cabo en el laboratorio de la Escuela de Industrias alimentarias;
en lo que respecta al perfil de acidos grasos y el estudio de los tocoferoles se llevéd a cabo

en el CYACIT (Coordinacién para la Innovacion y Aplicacion de la Ciencia y la Tecnologia).



Una vez que el CO2 alcanza el estado supercritico y entra en contacto con la matriz

vegetal el proceso SFE se desarrolla en el siguiente orden:

El proceso SFE incluye los siguientes pasos para la extraccion: (i) el sustrato solido
absorbe solvente supercritico, lo que promueve la expansion de su estructura celular; esto
facilita el flujo de disolvente debido a la reduccion de la transferencia de masa. (i) De forma
simultdnea los compuestos solubles se disuelven en el solvente; (iii) los compuestos
disueltos se transfieren al exterior de las células de la matriz; y (iv) los compuestos son

transportados por el solvente y salen del extractor (Rodrigues et al., 2002).

Para tener una referencia sobre el rendimiento de extraccion del aceite con
tecnologia supercritica con CO2 como solvente, se puede realizar una extraccion
comparativa con solventes comunes como hexano en equipo soxhlet, la cual también podria

ser de utilidad para una comparativa en el contenido de biocompuestos del extracto.

Finalmente, esta investigacion busca generar una alternativa en el manejo de los
residuos provenientes de la granada pues su aplicacion podria significar una gran
oportunidad para la agroindustria local. El presente estudio ademas permitira conocer mas
profundamente el proceso de extraccidén supercritica para la obtencion de compuestos
bioactivos, herramientas de analisis para la evaluacion del contenido del extracto y la
eficiencia en el rendimiento, asi como las ventajas en la aplicacion de tecnologia
supercritica. Es en ese sentido que, al estudiar y conocer estos biocompuestos, a la vez de
tener un producto inocuo y con reconocidas cualidades benéficas, podra ser luego
destinado a su aplicacion en la industria farmacoldgica, cosmética, de higiene, y la industria

de aditivos alimentarios.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion del problema

El aprovechamiento de recursos y subproductos en la industria alimentaria y no
alimentaria ha tenido en los ultimos afios mayor relevancia e impacto en nuestro contexto,
su auge se debe a las normativas que propician la innovacién y competitividad en la
agroindustria, permitiendo el desarrollo de la gestion pertinente de recursos con la finalidad
de generar ingresos y/o solucionar problemas en la localidad, sobre todo en lo que se refiere
a un enfoque de gestion ambiental. Estos recursos o subproductos podran generar a su vez
valor agregado, y, por ende, rentabilidad directa e indirecta.

El manejo de residuos agroindustriales tiene cada vez mas importancia por
considerarse un problema de alto impacto ambiental en la actualidad, puesto que su
descarte no solo genera grandes pérdidas en cuanto a la materia prima remanente que se
tiene, sino que también pone en riesgo la salud de las personas y demas seres vivos que
coexisten en diversos ecosistemas. La agroindustria guarda una relacién estrecha entre sus
procesos y el medio ambiente, tanto en la produccién, el manejo de la materia prima, su
procesamiento y comercializacion, suelen generarse subproductos o residuos que generan
serios problemas en su disposicion final (Cury, K., Aguas, Y., Martinez, A., Olivero, R. y
Chams, 2017). Estos desechos organicos pueden ser empleados como materias primas a
bajo costo o costo cero por su naturaleza de descarte comun en la agroindustria, y que a
su vez puede generarle un valor agregado a sus actividades; considerando la diversidad de
residuos generados por el agro, de acuerdo a su composicion y a la tecnologia o0 método
de aprovechamiento que se puede emplear (Cabrera, E., Ledn, V., Montano, A. y Dopico,
2016). Debe resaltarse asi también, que los procesos a los cuales esta materia prima sera
sometida tendran un control determinado y se estandarizaran parametros para mejorar las

condiciones que permitan obtener nuevos subproductos.

En el Pert y el mundo existen diversos frutos ain considerados novedosos y exoéticos
por sus compuestos recientemente estudiados y en proceso de experimentacion, estos

frutos pertenecientes al grupo de super foods o super alimentos se encuentran en esta



denominacién por su alto contenido de vitaminas y antioxidantes (MINCETUR, 2017). La
granada no posee grasas saturadas ni colesterol, es rica en vitaminas C, Ky E, y en fibra
dietética. El consumo del fruto de la granada o el zumo pude contribuir a reducir los niveles
de colesterol, prevenir enfermedades del corazén, y revertir la aterosclerosis, ademas
posee un sabor exdético, agradable al gusto y realmente atractivo para diferentes mercados,
con propiedades altamente recomendadas para llevar un estilo de vida més saludable
(Eikani, Golmohammad, y Homami, 2012).

En nuestro pais la granada es considerada una fruta considerada un super alimento
(PROMPERU, 2020), propia del verano y parte del otofio y con gran poder antioxidante; la
encontramos en diversas variedades. La variedad de estudio es la Wonderful, de fruto
grande, semilla semi dura y grande de sabor semi acido, que contrasta con la variedad
Emek de forma esférica y corona alargada con semilla blanda y pequefia, de sabor dulce
(Minagri, 2019).

En el Perd, segun Sierra y Selva exportadora, la variedad “Wonderful” es la que se
cultiva mas, de hecho, es la que tiene mayor consumo en el extranjero por color llamativo
de sus granos; ademas, es una de las variedades mas cultivadas en el mundo, como: Israel,
Estados Unidos, Grecia y Chile. Suele ser cultivada con fines de exportacion y de obtener
asi mayor rentabilidad, por su alto valor de cotizacion. Al ser la variedad con mayor acogida
y demanda por sus beneficios y caracteristicas, su producciéon es mayor, con campafa
entre los meses de diciembre y mayo. Las toneladas producidas comprenden un alto
volumen de producto remanente, ya que solo se hace uso del arilo, que es la parte
comestible del fruto, donde se concentra el zumo. De esta forma las semillas, la membrana
capilar y la corteza son descartadas al medio ambiente en grandes cantidades donde son
expuestas, descomponiéndose y generando contaminacion ambiental, pero sobretodo
desaprovechandose componentes que dardn origen a nuevos subproductos a partir de

estos descartes comunes (Programa del MINAGRI, 2019).

La granada compone su estructura de las membranas carpelares y la corteza que
representan el 25-60 % del peso del fruto (LIU, SHI, y LANGRISH, 2006),ademas de los
arilos que son el 55-60 % del peso total del fruto y tienen 75-80 % de jugo y 15-25 % de

semillas (Llerena Huaracha, 2017).

En Ite, distrito de la region de Tacna, se descarta la parte no comestible de la granada

que representa aproximadamente el 60 % de peso de la fruta. La granada se encuentra en



gran auge en este distrito y es por ello que se implementé maquinaria para su
procesamiento. Al ser un fruto de gran rendimiento en cuanto a su produccion surge la
necesidad de procesarlo para la obtencion del zumo de granada, y otros subproductos con
fines alimentarios. La maquinaria consta de una desmembradora de granada, prensa
hidraulica, envasadora y selladora de botellas, licuadora industrial, mesones acerados para
los procesos que se vayan a realizar. Dicha maquinaria, estara al servicio de los agricultores
gue vienen apostando por el cultivo de este nuevo producto bandera (APG, La Yarada Los
Palos, 2019).

Aun asi, el aprovechamiento con fines no alimentarios no esta del todo desarrollado y
se entiende que el mismo, complementaria el manejo integral de la granada, ya que como
se menciona, tan solo aproximadamente el 40 % de este fruto, se consume por la extraccion
de zumo vy el porcentaje restante, formado por la corteza, las semillas y la membrana
carpelar, aun carece de un procesamiento para la obtenciébn de productos que se
clasificarian dentro de la tecnologia de productos no alimentarios. Este es el caso de la
extraccion de biocompuestos organicos de naturaleza lipidica como los &acidos grasos,
tocoferoles y esteroles. Algunos estudios han investigado la extraccion de PSO con diéxido
de carbono supercritico (sc — €0,), donde la granada presenta una porcién significativa de
sustancias oleosas (aprox. 16 % b.s.), entre los componentes lipidicos presentes en la
matriz vegetal se encuentran los tocoferoles, esteroles y acidos grasos (Verardo et al.,
2014), sustancias no polares y posibles de extraccion con disolventes no polares como el
sc—CO0,

El sc — CO, es un fluido ampliamente utilizado en estado supercritico debido a sus
ventajas de no toxicidad, no inflamabilidad, ser quimicamente estable y de bajo costo,
disponibilidad en grandes cantidades, y por presentar una presion y temperatura critica
moderada (74 bar y 31,1 °C, respectivamente). Por otra parte, basado en las propiedades
de los solventes, el sc — C0O, presenta una importante ventaja sobre las extracciones a baja
presion, debido a que la selectividad en el estado supercritico puede ser modificada
variando la temperatura y presion para obtener fracciones que contienen componentes
especificos o una familia de compuestos con caracteristicas semejantes. El sc — C0O, es un
solvente no polar, que mantiene afinidad con sustancias como los lipidos y sustancias

liposolubles (Velasco, Villada, y Carrera, 2007).

En la industria de alimentos se realiza la extraccion de compuestos fitoquimicos que

pueden ser obtenidos de los residuos proveniente de la matriz vegetal de diversos alimentos



minimamente procesados. Este enfoque es beneficioso para los productores del sector
agroindustrial, ya que genera una ventaja economica al emplear todo el material
lignoceluldsico que conforman las frutas y hortalizas (Silva et al., 2014). En las plantas, los
fitoquimicos se encuentran en diferentes proporciones, dependiendo de la variedad y de la
parte (semillas, frutos, hojas y tallos) de la cual éstos se extraen. La industria de los
fitoquimicos son precursores de compuestos bioactivos est4 en constante innovacion y son
necesarios nuevos procesos en los que se incremente el rendimiento global, la
productividad y selectividad de la operacion. La recuperacion de extractos concentrados en
los compuestos de interés puede conducir a la obtencién de productos de alto valor
economico y simplificar las posteriores etapas de fraccionamiento (Azmir et al., 2013).

Para el tratamiento de la materia prima destinada a la extraccion de biocompuestos
se sigue un diagrama de flujo de procesos, donde el acondicionamiento es la base para
una correcta conservacion de la misma. La materia prima se somete a un proceso de
secado, en un secador de bandeja a una determinada temperatura, velocidad de aire y
humedad; ésta debe encontrarse en condiciones de corte homogéneo para un secado
uniforme y asi reducir la actividad de agua de la materia prima ya que esta debe ingresar
en condiciones de producto seco en el extractor con un fluido supercritico, en este caso
sc — C0,. De acuerdo a estudios e investigaciones de selectividad con el uso de tecnologia
de fluidos supercriticos, se realiz6 en estos la obtencién de biocompuestos a niveles en
temperatura y presion segun se indica en sus resultados; se modifican estos parametros
para determinar los que se controlaran y aplicaran en el presente trabajo de investigacion,
donde se realizara tratamientos para el proceso de extraccion con el manejo de parametros

en temperatura y tiempo a presién constante de 320 bar.

1.2. Formulacion del problema

Problema general

e (Es posible extraer biocompuestos lipidicos a partir de semillas de granada, tales
como, acidos grasos, tocoferoles y esteroles, mediante la tecnologia supercritica
con CO2?

Problemas especificos



o ¢ Cudles son los parametros en; temperatura, tiempo y presion; asi como el disefio
experimental a seleccionar?

e ¢ Cual es el rendimiento que se obtiene mediante el método de extraccion dindmica
de biocompuestos a partir de las semillas de granada?

e ¢ Qué ecuacion de optimizacion se obtiene mediante la caracterizacion de las curvas
de extraccién segun los grupos de biocompuestos lipidicos?

o ¢Qué metodologia permite realizar el andlisis de las muestras de compuestos

bioactivos, su identificacién y cuantificacion?

1.3. Justificacion e importancia de la Investigacién

La tecnologia agroindustrial tiene como uno de sus grandes objetivos el
aprovechamiento integral de residuos agroindustriales usando técnicas sostenibles para
dar valor a los residuos e incorporarlos a la cadena productiva, permitiendo la creacion e
insercion de nuevas industrias que generen utilidades (Casas, 2014). De este modo se
busca evitar que estos residuos bioldgicos dafien el medio ambiente por la contaminacion
que podrian ocasionar tras su descomposicion en areas en contacto con diversos
ecosistemas. El uso de tecnologias limpias y el desarrollo de operaciones de extraccién y
fraccionamiento sucesivo usando sc — CO,permitira la obtencidn de extractos fraccionados,
concentrados en biocompuestos a partir de la matriz vegetal, tales como acidos grasos,
tocoferoles y esteroles; segln Brunner (2005) este proceso de extraccion con
sc — C0O, como fluido constante, se selecciona por su bajo costo de obtencién, pureza y
rendimiento en funcion al control de parametros, tales como temperatura y presién. Asi
mismo, este estudio busca impulsar nuevos productos a partir de la granada para su uso
integral, y a su vez generando fuentes de empleo para realizar estos procesos de obtencion
con mayor eficiencia y rendimiento; dando a conocer ademas biocompuestos activos de
interés presentes en la granada, tales como los presentes en las semillas, el acido punico,
denominado también w —5 y el a — tocoferol, conocido también como la vitamina E;
compuestos que contribuyen al buen funcionamiento del organismo humano y en muchos
casos su consumo reduce el riesgo de padecer enfermedades, ademas de sus propiedades

nutracéuticas y antinflamatorias (Coursodon-Boyiddle et al., 2012).
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Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Extraer compuestos bioactivos tales como, 4cidos grasos, tocoferoles y esteroles, a

partir de semillas de granada mediante tecnologia supercritica con CO2.

1.4.2. Objetivos especificos

Determinar los parametros de temperatura y tiempo, asi como el disefio
experimental a emplear.

Determinar el rendimiento de aceite mediante un método de extraccion dinamica de
componentes no polares a partir de las semillas de granada.

Obtener la ecuacion de optimizacion mediante la caracterizacion de las curvas de
extraccion segun los grupos de biocompuestos lipidicos.

Analizar las muestras de compuestos bioactivos para la identificacion y

cuantificacion de los mismos.

Hipodtesis

General: El empleo de sc — €O, favorece la extraccion de biocompuestos lipidicos

asociados al aceite de semilla de granada.

Especifica: En la extraccion con sc — C0O, de biocompuestos activos de matrices

vegetales, se favorecerd la extraccion de compuestos no polares como aceites, pero

también se extraeran compuestos solubles en ese aceite. Asi mismo el rendimiento de

extraccion se verd sujeto a las variables de temperatura, presion y caudal segun los

tratamientos planteados en el disefio experimental.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de lainvestigacion

Un estudio sobre el CO2 como solvente presentado por el SCI Food Group, Food
Engineering Panel realizado en Londres (1982), explica sus propiedades y aplicaciones.
Las primeras aplicaciones del CO2 como solvente de extracciones se llevaron a cabo
utilizando el CO2 en estado utilizando CO2 liquido como solvente. EI CO2 liquido subcritico
existe desde — 55 °C hasta + 31 °C y de 5 bar a 74 bar, siempre el solvente CO2 que éste
se mantenga en estado liquido y bajo presion constante, puede ser manejado como un
liquido ordinario, esto significa que al aumentar su temperatura alcanzara su punto de
ebullicion y finalmente se evaporara. El vapor que existe a temperaturas mas altas se puede
volver a licuar mediante enfriamiento. Como se esperaria de cualquier fase de vapor de un
solvente liquido, la potencia del solvente del vapor de CO2 es minima, pudiendo separar

solvente y el soluto por evaporacion.

El CO2 liquido es miscible con todos los solventes liqguidos comunes. desde metanol a
pentano y con mono terpenos de hidrocarburos puros, mono terpenos aldehidicos y
cetdnicos y todos los acidos carbdnicos liquidos. El agua es soluble en CO2 liquido con una
solubilidad del 0,1 % en peso. Una mirada mas cercana a las concentraciones de saturacion
de muchos otros compuestos, conduce a la conclusion de que el CO2 es un solvente no
polar, y que su polaridad es cercana a la del hexano y el pentano. El poder disolvente del
CO2 liquido no es alto en comparacion con disolventes liquidos ordinarios. Para estos
solventes no polares ordinarios, un aumento en la temperatura generalmente conduce a un
incremento en su potencial, esta regla no siempre es valida, sin embargo, el CO2 incluso a

temperaturas mas altas, incrementa también la presion garantizando asi una fase liquida.

Dorado, Hurtado-Benavides, y Martinez-Correa (2016) estudiaron la extraccién de
biocompuestos no polares a partir de semillas de guandbana controlando parametros de
temperatura y presién. Para la extraccion del aceite a partir de las semillas, aplicaron
sc — CO, a presiones entre 200 y 350 bar y temperaturas entre 40 y 60 °C, con un flujo de

dioxido de carbono constante de 1,8 kg/h y un tiempo de extraccion de 150 min. Se planted



12

un disefio experimental compuesto central para estudiar el efecto de la presion y la
temperatura sobre el rendimiento, el perfil de &cidos grasos y composicién de tocoferoles.
Se analiz6 por cromatografia de gases la composicion en acidos grasos y esteroles. Es asi
que la presion tuvo un efecto significativo (p<0,05) sobre el rendimiento alcanzando un
rendimiento 6ptimo del 12,9 %. En el extracto obtenido, el acido oleico fue el &cido graso
mayoritario, seguido del 4cido palmitico y linoleico. En menor proporcion se encontraron el
acido esteérico, palmitoleico, linolénico y dodecanoico, ademas, se encontro la presencia
de campesterol, estigmasterol y B-sitosterol. Los autores concluyen que el aceite obtenido
se muestra libre de solventes y presenta un gran potencial para ser usado como ingrediente

natural en diferentes industrias.

Natolino y Da Porto (2019) realizaron un estudio enfocado en la extraccion de
biocompuestos de granada usando sc — CO, para determinar rendimientos de extraccién y
el porcentaje de acido graso mayoritario, asi como la relacion masica del solvente empleado
y el aceite obtenido. Ademas se llevaron a cabo tratamientos experimentales y de modelado
de extraccién con sc — CO, para obtener aceite de semilla de granada (PSO) a 240, 280 y
320 bar, y 40, 50 y 60 °C con una tasa de flujo de CO2 de 8 kg/h. Como resultado de este
estudio el valor mas alto de solubilidad del aceite se obtuvo a 320 bar y 60 °C,
contrariamente, se encontré un comportamiento de solubilidad retrogrado a 50 ° C y 280
bar. EI PSO extraido por sc — CO, presenté una alta calidad, evaluada en términos de
actividad antioxidante y riqueza en su contenido de acido punico en comparacioén con el

aceite extraido Soxhlet.

Liu et al., (2009) llevo a cabo un estudio de extraccion de PSO con sc — €0, usando
la metodologia de superficie de respuesta, con la finalidad de determinar las condiciones
optimas de operacién, evaluando los efectos de los parametros del proceso, a saber, la
presion de extraccion, la temperatura y el caudal de CO2 en el rendimiento del aceite de
semilla de granada. Los parametros de extraccidn se optimizaron con un experimento
central de disefio compuesto. El término lineal de presién, seguido del término lineal de
caudal de CO2, los términos cuadraticos de presion, temperatura y caudal de CO2 y las
interacciones entre presion y temperatura, asi como el caudal y la temperatura de CO2,
tuvieron efectos significativos sobre el rendimiento de aceite (p <0,05). Se pronosticd que
el rendimiento maximo de aceite de semilla de granada aplicando el modelo matematico
sea de 156,3 g/kg en base seca bajo la condicion de presion 379 bar y temperatura 47,0 °C

con una tasa de flujo de CO2 de 18 kg/h. La composicion de &cidos grasos y el contenido
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de tocoferoles del PSO extraido con sc — CO, se compararon con los obtenidos por el
método Soxhlet, encontrando una diferencia menor en la composicion de 4cidos grasos de
los aceites extraidos por los dos métodos, no as, el contenido de tocoferoles totales que fue
aproximadamente un 14 % mayor en el aceite extraido con sc — C0, que el obtenido por

extraccion con Soxhlet.

Ahangari y Sargolzaei (2011) estudiaron también la extraccion de PSO mediante
tecnologia de fluidos supercriticos a diferentes condiciones de presion y temperatura para
estudiar la influencia de esos parametros del proceso en la velocidad de extraccion y la
composicion del aceite. El sc — C0O, alcanzd una extraccion del 14 % después de 3 h de
extraccion (correspondiente a un rendimiento maximo de 2,66 g de aceite / 100 g de
semillas de granada seca). Se realiz6 una extraccidbn Soxhlet con n-hexano para
comparacion, lo que resulté en un rendimiento maximo de aceite de 18,8 g de aceite / 100
g de semillas de granada seca. La composicion de 4cidos grasos del aceite extraido mostro
gue los acidos grasos consistian en cadenas de carbono C16, C18, C20, C22 y C24. El
acido punico (C18: 3) y linoleico (C18: 2) fueron los principales acidos grasos y comprenden
aproximadamente el 82 % del contenido total de acidos grasos presentes en el aceite.
Finalmente, se aplic6 a este sistema un modelo de difusibn que tiene en cuenta las
propiedades del sustrato, la particiébn de solutos entre la fase sélida y la supercritica, y el
coeficiente de transferencia de masay la dispersion axial en la fase fluida y un buen acuerdo

con el experimental.

Ahangari y Sargolzaei (2012), realizaron un nuevo estudio comparativo al anterior
publicado en 2011, usando propano subcritico y diéxido de carbono supercritico para la
extraccién usando como materia prima, el residuo sélido de la industria del jugo de granada
utilizando sc — C0,, y tuvo como finalidad estudiar el comportamiento de los solventes. Las
condiciones de temperatura y presion de extraccion mostraron significativa influencia en el
rendimiento de extraccion de aceite y el perfil correspondiente de acidos grasos. A su vez
se realizé la extraccion Soxhlet con n-hexano para comparacién con la extraccion
supercritica resultdé en un rendimiento maximo de aceite del 22,31 % en peso. La extraccion
con sc — C0O, y propano subcritico extrajo hasta 58,53 % (correspondiente al rendimiento
méximo de 13,06 % en peso) y 76,73 % (correspondiente al rendimiento maximo de 17,12
% en peso) de la cantidad total de PSO como medido utilizando extraccion Soxhlet,
respectivamente. Los resultados indicaron que el propano subcritico es un adecuado y

selectivo solvente para la extraccion del PSO en funcion de tiempo y presiones menores
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empleada en comparacion con la extraccion de diéxido de carbono. La composicién de
acidos grasos del aceite extraido mostré la presencia de acidos grasos de cadenas de
carbono C16, C18, C20, C22 y C24. El 4cido punico (C18.3) fue el principal acido graso y
comprenden hasta el 70 % del contenido total de acidos grasos del aceite extraido entre

todas las muestras.

Verardo et al.,, (2014), estudi6 semillas de granada como fuente de aceite
nutracéutico naturalmente rico en lipidos bioactivos, sus objetivo fueron, determinar el
contenido total de lipidos de las semillas de granada que varié entre 7,9 y 16 %. Asi mismo
se determiné que el PSO contenia grandes cantidades de acidos linolénicos conjugados
(CLnA), como el 4cido punico, en el rango de 74 a 85 % del contenido total de acidos grasos.
Otros 4&cidos grasos importantes fueron el &cido oleico, linoleico y palmitico,
respectivamente. El extracto también present6 un alto contenido de tocoferoles; uno de
ellos, el y-tocoferol, era 87,9-95,0 % del total de tocoferoles. Ademas, se identificaron dos
tocotrienoles por primera vez en PSO, el gamma y delta tocoferol. Los principales
fitosteroles analizados fueron campesterol, estigmasterol, sitosterol, A5-avenasterol y

citrostadienol.

Burdevi¢ et al., (2017) realizaron un estudio realizado en Belgrado. El autor sugirio la
radiacion de microondas como técnica de pretratamiento para aumentar el rendimiento del
aceite de semilla de granada. Las semillas se pre trataron a 100, 250 y 600 W durante 2 y
6 minutos y luego se extrajeron con sc — €0, en la unidad de alta presion, asi como por n-
hexano en el aparato Soxhlet. Incluso en el tratamiento de microondas mas bajo, los
parametros de tratamiento previo aplicados (100 W durante 2 min) aumentaron el
rendimiento del aceite de semilla obtenido por extraccion en técnicas comparadas con
semillas no tratadas (de 27,7 a 34,0 % y de 21,6 a 25,5 % para Soxhlet y sc — C0,). El
rendimiento m&ximo de aceite en la extraccion Soxhlet (36,3 %) se obtuvo con microondas
radiacion de 600 W durante 6 min, mientras que para la extraccion de sc— CO, el
rendimiento maximo de aceite (27,2 %) fue de 250 W durante 6 min. La composicion
cualitativa y cuantitativa de los acidos grasos de los obtenidos del aceite se determinaron
mediante cromatografia de gases / deteccion de ionizacién de llama y cromatografia de
gases / masa. El &cido panico fue el &cido graso mas abundante en el aceite de semilla de
granada (>60 %).
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de O. Silva, Ranquine, Monteiro, y Torres (2019) investigaron la influencia de las
técnicas de extraccion, expulsion, prensado, extraccion con etanol y sc —CO, en la
composicion quimica, la capacidad antioxidante y la estabilidad oxidativa de PSO,
determinado por un disefio experimental para determinar las mejores condiciones de
extraccion de sc — C0O, con co solvente para obtener PSO concentrado en compuestos
bioactivos procedentes de las semillas. La aplicacion de técnicas de prensado (P-PSO) y
extraccion supercritica (SC-PSO) presentaron mayores contenidos de &cido linolénico
conjugado (cLnA), mientras que el PSO extraido con alcohol o etanol (A-PSO) mostrd
mayores contenidos de compuestos fendlicos, tocoferoles y fitosteroles, y mayor capacidad
antioxidante y estabilidad oxidativa que P-PSO y SC-PSO. El disefio factorial fraccional del
SC-PSO con el alcohol como co solvente indicé dos condiciones de extraccion mejoradas,
una que resulté en un aceite enriquecido con tocoferoles y el otro en un aceite enriquecido
con fendlicos. A-PSO y SC-PSO con etanol como co solvente pueden ser considerados
aceites especiales, ricos en cLnA, fendlicos y tocoferoles, prometedores como ingredientes

nutracéuticos.

2.2. Bases tedricas

La granada

La granada (Punica granatum L.) es una fruta originaria de Asia Occidental (Medio
Oriente) de Irdn y sus alrededores, extendiéndose hasta la zona del Mediterraneo y Asia
Central y Sur; fue llevada a Espafia y posteriormente a América, donde tuvo un gran
crecimiento. En el Peru la variedad Mollar ha sido cultivada tradicionalmente en los valles
de Chilca y Huaral, de mismo modo los ultimos afios la variedad Wonderful fue
comercializada en los departamentos de Ica y La Libertad, en forma de fruta fresca. Se
encuentra dentro del grupo de las exportaciones no tradicionales y su partida arancelaria
es la siguiente: 0810909000 “otros frutos frescos” (Promperud, 2014). Su produccion esta
dirigida a las empresas agroexportadoras peruanas, lo que implica tener minimamente
certificacion Global GAP, conocer las caracteristicas comerciales del producto relativas al
calibre y las tolerancias de cada categoria (Uribe Lescano, 2016).

Se consume popularmente como fruta fresca, bebidas, productos alimenticios

(mermeladas y jaleas) y extractos en los que se utilizan como ingredientes botanicos en
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medicamentos a base de hierbas y suplementos dietéticos (Goula y Adamopoulos, 2010;
JS., 2008). Las semillas de granada son los subproductos obtenidos durante el
procesamiento de granada.

La granada es de color rojo intenso, se caracteriza por ser un fruto de forma globosa
de aproximadamente 6 a 12 centimetros de didmetro con un céliz en forma de corona, su
corteza de color amarillo rojizo a rojo escarlata que cubre una gran cantidad de granos y de
sabor agridulce a dulce, con piel coriacea, en forma de granada y coronado por los
puntiagudos, céliz. La fruta se puede dividir en tres partes: las semillas (aproximadamente
el 3 % del peso de la fruta), el jugo (aproximadamente el 30 % del peso de la fruta) y las
cascaras, que también incluyen la red interior de membranas (Lansky EP, 2007). Las
semillas de granada, generalmente consideradas como un desperdicio de la industria del
jugo, comprenden 12 a 20 % del aceite graso (Al-Maiman y Ahmad, 2002). Segun los
resultados publicados anteriormente, el aceite de semilla de granada (PSO) consiste en 65
a 80 % de acidos linoléicos conjugados (CLnASs), entre los cuales el mas importante es el

acido punico (Abbasi, H., Rezaei, K., Emamdjomeh, Z., Mousavi, 2008).

2.2.1 Estados Fenologicos de la granada

Se presentan los Estados tipo, del granado:

En la etapa del cuajado del fruto, el ovario fecundado aumenta de tamafio,
produciendo un engrosamiento rapido de la base del caliz. Los estambres se marchitan
varando a color pardo. La corteza del fruto cambia del color rojo anaranjado al marrén
verdoso, predominado la tonalidad marrén. En la etapa de fruto joven, se produce un rapido
crecimiento del fruto, virando su color marrén verdoso, predominado ahora la tonalidad
verdosa, luego se presenta la etapa del desarrollo del fruto, en este estado, las células ya
formadas aumentan de volumen, produciéndose el engorde del fruto hasta su tamafio casi
definitivo. Los sépalos forman una corona, que aumenta de tamafio con el crecimiento del
fruto y en su interior se encuentran los estambres secos. Posteriormente ocurre la segunda
movida de los brotes, donde se produce un crecimiento rapido de los brotes del arbol. En
la etapa de maduracion del fruto, es donde se produce una serie de transformaciones
bioquimicas en el interior del fruto, obteniéndose las caracteristicas organolépticas 6ptimas
para su consumo. Entre las transformaciones internas mas importantes, apreciables
visualmente, esta el cambio en la coloracidon de las semillas carnosas del blanco al rosado

rojizo o rojo. Exteriormente la corteza del fruto cambia del verde al amarillo verdoso,
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tomando finalmente el color amarillo marrén con algunas zonas mas o menos extensas de
color rojizo, o totalmente rojo segun la variedad. Luego ocurre la caida de hojas: Durante el
otofio se produce el amarillamiento de las hojas que acaban su caida progresiva en el
tiempo, comenzando con al final de ésta un nuevo periodo invernal. (Melgarejo, Salazar,
Amords, y Artés, 1995).

2.2.1.1 Descripcién de la granada variedad Wonderful

La variedad Wonderful es originaria de Florida y fue propagada por primera vez en
California en 1896, es la principal variedad comercial a nivel mundial y cuenta con una gran
difusion en los paises con mayor desarrollo del cultivo. Es una variedad tardia, con cascara
de grosor medio y arilos de color rosado a rojo oscuro y semillas de suavidad media, de
sabor agridulce. Con peso medio de 550 gramos, con rendimientos de 40 TM/Ha y buen
vigor de &rbol. Se conocen variedades mas comunes como “Shany”, “Acco” y “116” con las
que se podrian obtener cosechas mas tempranas en los meses de febrero y marzo,
consiguiendo mejores precios continuando con la variedad “Wonderful’ los meses de marzo
y abril donde alun se pueden alcanzar buenos precios, ya que estos disminuyen con la
entrada al mercado de Chile y Argentina en los meses de abril y mayo. Es un arbol
caducifolio de porte bajo cuyo fruto forma parte las culturas judeo-cristiana y del islam en
los paises del medio oriente tiene un alto consumo interno ya sea en forma de fruta fresca
0 jugo, pues es una fruta tradicional en esta regién y es su gran contenido de antioxidantes
lo que la ha convertido en los Gltimos afios en una fruta muy apreciada no sélo en estos
paises sino también en Europa, Asia y Norteamérica, lo que ha generado una mayor

demanda por dicho producto (Uribe, 2016).
2.2.1.2 Composicién de la granada variedad Wonderful

La granada tiene valiosos compuestos en diferentes partes de la fruta. Su
composicion quimica varia en funcién de la variedad, zona y manejo de cultivo, el clima, la
madurez y las condiciones de almacenamiento. Existen estudios donde se muestran
variaciones significativas en el contenido de los acidos organicos, compuestos fendlicos,
azucares solubles, vitaminas y minerales de granadas dependiendo de las condiciones de
cultivo (Mirdehghan y Rahemi, 2007; Tezcan, Giiltekin-Ozgiiven, Diken, Ozcelik, y Erim,
2009).
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En la siguiente Tabla 1., se deja ver la composicion de la granada, proximales,

minerales, vitaminas y lipidos presentes.

Tabla 1. Composicion de la granada

Nutriente Unidad Valor por 100 gramos
PROXIMALES
Agua g 77,53
Energia Kcal 831,67
Proteinas g 1,17
Lipidos totales g 18,7
Fibra g 4
Azucares totales g 13,67
MIMERALES
Calcio mg 10
Hierro mg 03
Magnesio mg 12
Fosforo mg 36
Potasio mg 236
Sodio mg 3
Zinc mg 0,35
VITAMINAS
Tiamina mg 10,2
Riboflavina mg 0,067
Miacina mg 0,053
Vitamina B6 mg 0,075
Folato total ug 38
Vitamina E mg 0,6
Vitamina K ug 16,4
LIPIDOS
Acidos grasos saturados g 0,120
Acidos grasos monoinsaturados g 0,053
Acidos grasos poliinsaturados g 0,079
Grasas trans g 0,000
Colesterol mg 0

Fuente: USDA (Department of Agriculture, US)

(Basado en una muestra de variedad Wonderful en California)
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La granada se puede dividir en cuatro partes: la cascara, las membranas carpelares,

las semillas y los arilos como se puede apreciar en la Figura 1.

Corteza

Porcién comestible:
« Membranas
carpelares

« Arilo +Semillas

Figura 1. Estructura de la granada
Fuente: adaptado de Granate plus (2014)

Generalmente contiene 8 carpelos, que son divisiones en las que se encuentran los
arilos (porcion comestible), representado éstas un porcentaje comprendido entre el 40 y el
75 %, dependiendo de las variedades; las membranas carpelares y la corteza representan
el 25-60 % del peso del fruto (Gutiérrez Estrada y Terrones Blas, 2016), siendo esta una
importante fuente de compuestos bioactivos tales como los compuestos fendlicos,
flavonoides, elagitaninos y proantocianidinas (Li et al., 2006), ademéas de minerales como
sodio, potasio, nitrdgeno, calcio, fésforo y magnesio. De estos porcentajes el zumo ocupa

el ~45 % y las semillas solas el ~10 % (Ver Fig. 2)
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Figura 2. Distribucién porcentual de las partes que componen la granada variedad

Wonderful. Fuente: Elaboracién propia (2020)

La porcion lefiosa de los arilos (semillas) varia entre el 5y el 15 %. El fruto completo
posee aproximadamente un 80 % de agua. Los granos de granada son una fuente
importante de lipidos, ya que las semillas contienen una cantidad de acidos grasos que
oscilan entre el 12 y el 20 % de su peso total en peso seco (Lansky EP, 2007). En la
siguiente Tabla 2., se puede apreciar la composicién de semillas de granada, proximales,

minerales y vitaminas presentes.

Tabla 2. Composicion de semillas de granada

Nutriente Unidad Valor por 100 gramos

PROXIMALES

Energia Kcal 86

Proteinas g 1,43

Lipidos totales B 0,36

Carbohidratos por diferencia g 19,29

Fibra total dietaria g 7,9

Azlcares totales g 10,00
MINERALES

Calcio mg 14

Hierro mg 0,51

Sodio mg R
VITAMINAS

Vitamina C mg 10,7

Vitamina A IU U 0

Fuente: USDA (Department of Agriculture, US)
(Basado en una muestra de variedad Wonderful en California)
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2.2.1.3 Composicion de las semillas, corteza y membranas carpelares de la

granada variedad Wonderful
2.2.1.3.1 Acidos grasos

Las semillas de granada comprenden entre un 5 % y un 15 % de porcion lefiosa,
siendo ésta rica en fibra y grasa. La parte lefiosa de estas semillas contiene grasa en
cantidades que varian entre 37 y 143 g/kg de fruto (Melgarejo et al., 1995). Este contenido
en grasa es analizado para determinar asi su composicién en acidos grasos y clasificarlos
como acidos grasos saturados o insaturados. Resulta de gran importancia la composicion
en &cidos grasos esenciales (linoléico, linolénico y araquidénico) y especialmente por su
contenido en acidos grasos poliinsaturados. La composicion en grasa y acidos grasos de la
semilla, no sélo nos ayuda a establecer relaciones quimiotaxondémicas entre las variedades
estudiadas, sino que también tienen un gran interés alimenticio y para la prevencion de
algunas enfermedades (Mirmiran, Fazeli, Asghari, Shafiee, y Azizi, 2010). Sobre todo, de
indole cardiovascular por su alto contenido en colesterol HDL, debido a que son una buena
fuente de &cidos grasos poliinsaturados, especialmente linoleico, acido punicico y
tocoferoles (Jing et al., 2012). Las semillas dependiendo de la variedad, la ubicacion
geograéfica, las condiciones de crecimiento, madurez etapa, tienen diferentes propiedades

antioxidantes y se componen principalmente de fibra y lipidos Legua et al, (2000).

Considerando estos porcentajes en la distribucion de cascara, membrana carpelar,
arilo, jugo y semillas de granada; éstas ultimas presentan el 10 % del peso de la fruta entera,
donde segun diversos autores el rendimiento de extraccion esperado oscila entre el 12-20
%, por lo tanto, se puede obtener entre 12 a 20 g de aceite de semilla de granada por kg
de fruta. En la siguiente Tabla 3. Se presentan las propiedades fisicoquimicas de las

semillas y las cascaras de granada.
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Tabla 03 Propiedades fisicoquimicas de las semillas y cascara de la

granada (punica granatum)

Analisis en base seca

Cantidad por 100 g de muestra

Cascara (g)

Semilla (g)
Materia seca 74.33 + 0.09 9445+ 125
Humedad 25.66 + 0.09 55£1.25
Cenizas 3.62 +0.13 3.59+0.08
Grasa cruda 10.33 +0.17 3.57+0.38
Proteina total 10.42 + 262 1.26 £ 0.17
Fibra cruda 12.12 £ 2.10 17.75 + 1.61
Azucares totales 10.13 £ 0.33 16.08 + 0.61
Azucares reductores 467 £ 0.02 4.34£0.01
Fenoles hidrolizables totales 0.002 + 0.00015 6.11+1.83
Acido elagico 0.0048 + 0.00002 026+ 0.08
Indice de absorcién de agua 1.26 + 0.020 4.84 + 0.006
(WAI)
Punto critico de humedad (CHP) 64.55 + 2.170 22.08 £ 0.630
pH 5.37 & 0.354 5.70 + 0.420
0.189 x0.018

Actividad de agua (aw)

0.156 £ 0.015

Fuente: (Juan B. Peris Gisbert, Gerardo
Stlibing, Ramén Figuerola. Domenech, 1996)

El perfil de &cidos grasos (ver Tabla 4) se caracteriza por un alto contenido en

acidos grasos insaturados tales como acido linolénico, linoleico, punico, oleico, estearico

y palmitico.
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El contenido total de lipidos de las semillas de granada varia entre 7,9 y 16 %. De
este porcentaje los acidos grasos conjugados del aceite de semillas de granada (PSO)
comprende un 65-80 %, donde el més importante es el &cido panico (cLnA cis9, trans11,
cis13), catalitico (cLnA trans9, trans11, cis13), a-esteéarico (cLnA cis9, transll, transl13) y
B- esteérico (cLnA trans9, transll, trans13), el acidio oleico y palmitico en PSO. Ademéas
de los altos contenidos de cLnA, el PSO también contiene otros compuestos bioactivos que
mostraron altos contenidos de tocoferoles; uno de ellos, el y-tocoferol, fue 87,9-95,0 % del
total de tocoferoles. Los principales fitoesteroles analizados son campesterol,
estigmasterol, sitosterol, a-5-avenasterol y citrostadienol.fendlicos, tocoferoles y
fitoesteroles (Abbasi, H., Rezaei, K., Emamdjomeh, Z., Mousavi, 2008).

El aceite de semilla de granada (PSO) es un ingrediente nutracéutico atractivo que
posee una composicion fitoquimica enriquecida con alto contenido de acido punico y
antioxidante debido a la presencia de compuestos fendlicos, especialmente orto-difenoles.
El PSO se usa generalmente en productos de la industria cosmética debido a la baja
toxicidad y la eficacia confirmada para reducir las irritaciones de la piel, para revitalizar la
reduccién de arrugas y arrugas en la piel. El aceite de granada inhibe dos enzimas
inflamatorias, la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa, que pueden ayudar a proteger la piel
contra las amenazas de la luz ultravioleta y la inflamacién que aceleran el envejecimiento

en la piel (Larrosa, Garcia-Conesa, Espin, y Tomas-Barberan, 2010).
2.2.1.3.1.1 Acido Punico

El &cido punico tiene muchas funciones destacadas relacionadas con la salud
humana, ademéas de poseer propiedades anticancerigenas y que ayudar a prevenir la

diabetes, la hiperlipidemia, la obesidad y la aterosclerotica (Yamasaki et al., 2006).

El &cido punico, que es un acido graso de 18 carbonos con 3 enlaces dobles
insaturados en forma de conjugado, constituye mas del 21,5 % del acido graso existente en
los aceites examinados. En ambos casos se presenta que en el minuto 20:49 y 20:46 para
las muestras 1y 2, respectivamente, se indica un pico que indica la presencia de acido
punico (C18H3002). Dado que el carbono 18 puede tener hasta 3 ramas C18: 1, C18: 2y
C18: 3 (Pubchem, 2018).



|
H
O e
~ ..»I-;x:;-‘_ H H --||x ~ N
(HH - ~ [,H
[ ) P ™H
H O e
l ':I| - e P ‘T,?-;:;-’““ H
H

Figura 3. Acido alfa linolénico (C18: 3 n3) (izquierda) y acido gamma linolénico
(C18: 3 n6) (derecha). Fuente: Pubchem (2018)

Figura 4. Acido punico, C18H3002, C18:3 n5. Figura 5. Acido linolénico, C18H3002,
C18:3. Fuente: Pubchem (2018).
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La fraccion de acido linolénico se compone de cuatro picos
cromatogréficamente diferentes que se atribuyen a diferentes isémeros de &cido
linolénico conjugado, donde el acido punico es el isémero principal.

El perfil de los compuestos bioactivos de PSO depende de las técnicas de
extraccion y las condiciones empleadas, que pueden proporcionar aceites que
contienen compuestos con diversas caracteristicas quimicas, desde el triacilglicerol
no polar que contiene cLnA hasta los compuestos fendlicos moderadamente polares.
Convencionalmente, los aceites vegetales se extraen mediante prensado mecanico
o utilizando solventes organicos, como el n-hexano. Sin embargo, las
preocupaciones sobre los peligros ambientales y potenciales para la salud aumentan
el interés por el uso de técnicas sostenibles que son reconocidas como
econdémicamente viables y mas seguras, es por eso que la importancia de las
tecnologias de extraccidbn mas eficientes radica también en cuan amigables con el
medio ambiente son, ya que al aprovechar estos desechos agroindustriales no solo
recuperamos compuestos bioactivos de interés, también contribuimos a la reduccion
de la contaminacion ambiental. En términos de eficiencia, existen varios métodos
clasicos para extraer biocompuestos que también se eligen por su tiempo reducido;
bajo costo; altos rendimientos, pureza, entre otros. (Ballard, Mallikarjunan, Zhou, y
O’Keefe, 2010) (Hao, Han, Huang, Xue, y Deng, 2002). El etanol se ha utilizado como un
disolvente alternativo al n-hexano debido a la buena seguridad operacional, baja

toxicidad, fuentes renovables y por ser producido a gran escala.
2.2.1.3.2 Isoprenoides

Diversas clases de lipidos que pertenecen a este grupo se caracterizan por
estar formados por unidades respectivas de isopropeno. (Stuchli et al., 2002, citado
por Navas Hernandez, 2010). Clasifica a los isoprenoides en: isoprenoides mixtos,
esteroles y terpenos. a) Isoprenoides Mixtos Los isoprenoides mixtos contienen una
cadena lateral formada de unidades de isopreno unida a un anillo cromanol no
terpenoide denominada fitil. A este grupo pertenecen los submiembros de la vitamina
E, como los tocoferoles y tocotrienoles (Navas Hernandez, 2010), en la Figura 6.,
podemos apreciar la estrctura molecular de los tocoferoles. Los tocoferoles derivados
de la vitamina E, son antioxidantes naturales solubles en lipidos que solo son
producidos por las plantas. El termino general “Vitamina E” se utiliza para designar a
un grupo de ocho especies naturales de tocoferoles y tocotrienoles (a, 8. y y 8). Junto

con las vitaminas A, D y K constituyen el grupo de las vitaminas liposolubles,
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caracterizadas por ser derivados del nucleo isoprenoide, solubles en lipidos y

disolventes organicos.

El grupo de compuestos isoprenoides son compuestos esenciales, puesto
gue el organismo no puede sintetizarlas, por lo que su aporte se realiza a través de

la dieta en pequefias cantidades.
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Figura 6. Estructura molecular de los tocoferoles

Fuente: Navas Hernandez, (2010)

Navas Hernandez, (2010) nos muestra la estructura quimica de la vitamina E
consta de dos partes primaria: un anillo complejo cromano y una larga cadena lateral.
Estos ocho croméforos se dividen en dos grupos fundamentales: cuatro tocoferoles
y cuatro tocotrienoles (Figura 7.) que se diferencian en la saturacién de la cadena
lateral; los tocoferoles tienen una cadena saturada y los tocotrienoles una insaturada
con tres dobles enlaces en los carbonos 3, 7 y 11. Dentro de cada grupo, los
cromaforos difieren en el nUmero y posicién de los grupos metilo en el anillo cromano,

designandose como q, 3, y y d.



28

Figura 7. Estructura molecular de los tocotrienoles

Fuente: Navas Hernandez, (2010)

El a-tocoferol que es la principal forma de la vitamina E actia rompiendo las
reacciones en cadena durante la peroxidacion de los lipidos, también actia en la
neutralizacidn de especies de oxigeno reactivo como por ejemplo el oxigeno singlete.
Se considera que sirve como la primera linea de defensa de la peroxidacion de los
lipidos. Por otro lado, este compuesto también exhibe una accién antiinflamatoria por
inhibicién de la produccion de radicales libre o superoxidos en los neutrofilos
activados. (DC., 1993)

2.2.1.3.3 Tocoferoles

La Vitamina E, tocoferoles y tocotrienoles (Figura 8.) esta conformada por ocho
compuestos (tocoles), derivados de una estructura basica llamada tocol. Su
estructura consta de dos partes primarias, un anillo complejo cromano, con un
hidroxilo (6- hidroxicromano) y una larga cadena lateral de 16 carbonos constituidas
por la unién de tres unidades de isopreno saturado. Estos ocho tocoles se dividen en
dos grupos fundamentales, cuatros tocoferoles (a-, B-, y- y 6-) y cuatro tocotrienoles
(a-, B-, y- y 0-) los que se diferencian en la saturacion de la cadena lateral, los
primeros tienen una cadena saturada y los segundos una insaturada con tres dobles
enlaces (Bramley et al., 2000; Pita G., 1997).

a-Tocopherol
B-Tocopherol
¥-Tocopherol
8-Tocopherol

(a)

a-Tocomenol
B-Tocotnienol
¥-Tocotrienol
8- Tocotrienol

(b)

Figura 8. Estructura quimica de los Tocoferoles (a) y Tocotrienoles (b)
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Fuente: CYBERLIPID CENTER (2004)

Los tocoferoles y tocotrienoles en su forma pura han sido descritos como
sustancias viscosas de color amarillo palido, que se descomponen facilmente en
presencia de luz, oxigeno, pH alcalino y ciertas trazas de minerales como fierro (Fe
3+) y cobre (Cu2+). Insolubles en agua, medianamente solubles en solventes
organicos y en aceites vegetales, se pueden aislar de la fraccion insaponificable de
estos ultimos (BALL, 1988; BLANCO, 2001; Bramley et al., 2000). El rol principal de
la vitamina E es la inhibicion de los procesos de oxidacion de lipidos en alimentos y
sistemas biologicos. En las plantas son biosintetizados en los cloroplastos, por lo
que cumpliria una funcion clave en la proteccion del complejo fotosintético y la
proteccion de las semillas durante el almacenaje, la germinacion, y el temprano
desarrollo (SCHNEIDER, 2005).

2.2.1.3.3.1 Propiedades de la vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles)

Considerado como un antioxidante natural que reacciona con los radicales
libres solubles en lipidos de la membrana celular. De hecho, se ha indicado que los
tocoferoles protegen a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) de la oxidacién. Un
estado de estrés oxidativo comprende la alteracion en el estado de equilibrio del
sistema pro-oxidante y el antioxidante en las células. Un aumento en la concentracion
de los radicales libres, pueden dafar de forma reversible o irreversible la mayoria de
los constituyentes de las células incluyendo acidos nucleicos, proteinas, aminoacidos
libres, lipidos y carbohidratos, lo que puede alterar la actividad celular a nivel de
membrana, metabolismo o de expresion génica (Droge, 2002).

2.2.1.3.4 Esteroles

Los fitoesteroles y fitoestanoles son los miembros mas importantes de este
grupo cuya estructura es semejante al colesterol de origen animal, pero este Ultimo
presenta una cadena lateral de 8 &tomos de carbono, mientras que en la mayoria de
los fitoesteroles la cadena es de 9 0 mas atomos de carbono. Estas moléculas no
son sintetizadas por el ser humano, derivan exclusivamente de productos de origen
vegetal. Los fitoesteroles son particularmente abundantes en el reino vegetal: estan
presentes en los frutos, semillas, hojas y tallos de practicamente todos los vegetales
conocidos, asi como también en aceite de germen de maiz y trigo, girasol, soja,

nueces y otros (Navas Hernandez, 2010).



30

2.2.2 Operaciones unitarias dentro del estudio
2.2.2.1 Proceso de operacion de secado en bandejas

El secado es un proceso de conservacion de la composicion de alimentos, por
ende, tiene la finalidad de extender su vida util, impidiendo cualquier actividad
microbiana o enzimética al eliminar gran cantidad de agua en ellos. Surgi6 a partir de
la necesidad de consumir alimentos susceptibles a descomponerse debido a su
composicion gquimica y que se encuentren fuera de su época de cosecha o
produccién (Orozco, 2006). El secado consiste en separar pequefas cantidades de
agua u otro liquido de un material sélido con el fin de reducir el contenido de liquido
residual. Los alimentos se ven sometidos a procesos de deterioro y para retardar los
mismos se aplica el proceso de deshidratacion que es un método de estabilizacién
de alimentos que se basa en la reduccion de la activdad de agua (Aw). A diferencia
de los procesos de concentracion o evaporacion que consisten en disminuir también
la actividad de agua, estos procesos disminuyen la cantidad en un 50%, el proceso
de deshidratacion busca hacerlo hasta en contenido de agua en un producto inferior
al 10%.

2.2.2.1.1 Proceso de secado en bandejas

El secado en bandeja reduce la actividad de agua, conservando los alimentos,
impidiendo asi el crecimiento microbiano y las reacciones quimicas que puedan
deteriorar el producto. El efecto del calor sobre los microorganismos y las enzimas
son también importantes en parte, para garantizar la conservacion adecuada de los
alimentos, procurando que la inactivacion biolégica sea lo mas elevada posible en
todos los niveles. Por otra parte, en el caso de los cultivos bacterianos y productos
bioactivos, debe tenerse especial cuidado con que el dafio producido en el producto
durante el secado sea el minimo. Asi, el propésito final cual es la obtencion de los
biocompuestos a partir de productos deshidratados por secado en bandeja sea la
mas adecuada evitando efectos indeseables en el producto final esperado.

La inactivacion de enzimas durante el secado por atomizacién se debe
principalmente al efecto de las altas temperaturas, sin emabrgo en las bacterias la
inactivacion que tiene lugar durante el secado es debido a las altas temperaturas

como a la deshidratacion (Shafiur y Conrad, 2003).
2.2.2.1.2 Comportamiento de un proceso de secado en bandejas

El secado de sélidos incluye dos procesos fundamentales y simultaneos: la

transferencia de calor, que permite la evaporacion del liquido, y la transferencia de
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masa, que permite la difusion del liquido dentro del sélido y del vapor de la superficie
al ambiente. Los factores que regulan las velocidades de este proceso determinan la
rapidez o el indice de secado (Geankoplis, 1999). El procedimiento tipico consiste en
determinar el contenido de humedad y graficar este en funcion del tiempo;
posteriormente, obtener valores del contenido de humedad con respecto al tiempo
(dX/dt) y asi calcular la velocidad de secado.

2.2.2.2 Tecnologia de fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es cualquier sustancia a una temperatura y presion por
encima de su punto critico termodinamico. Tiene la propiedad de difundirse a través
de los sdélidos como un gas, y de disolver los materiales como un liquido. Ademas,
puede modificar rapidamente su densidad con pequefios cambios en la temperatura
0 presion. Estas propiedades lo hacen conveniente como un sustituto de los

solventes organicos en los diversos procesos de extraccion.

Los fluidos supercriticos (FSC) tienen la capacidad de extraer ciertos
compuestos quimicos con el uso de determinados solventes y bajo la combinacién
de parametros de temperatura y presion (Brunner, 2005; Rozzi y Singh, 2002). En la
Tabla 5 se muestran las propiedades criticas de algunos compuestos cominmente

empleados como fluidos supercriticos.

Tabla 5. Propiedades criticas de los FSC

Fluido Te (°C) Pq (bar) p (Kg/m?*)
Acetileno 36 62,47 232,14
Acetona 235 47,00 278,00
Agua 374 220,90 322,60
Dioxido de Carbono 31 73,86 467,60
Etano 32 48,71 135,75
Etanol 240.4 61,40 276,00
Etileno 9 50,40 195,80
Metano -83 45,95 161,43
Metanol 239,4 80,90 272,00
Propano 97 42,47 225,64
Propileno 91,8 46,00 232,00

Fuente: Rozzi y Singh (2002)
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El fluido supercritico més utilizado es el CO2 debido a que es no toxico,
inflamable, ni corrosivo, es incoloro, no es costoso, se logra eliminar facilmente y no
deja residuos. Sus condiciones criticas son relativamente faciles de alcanzar, se
puede trabajar a baja temperatura y por tanto, se pueden separar compuestos
termol&biles, con diferentes grados de pureza, y ayuda a prevenir la degradacion
térmica de ciertos componentes quimicos del alimento cuando estos compuestos son
extraidos (Brunner, 2005; Hurtado, 2002). El problema con muchos de los fluidos que
aparecen en la Tabla 5, en comparacién con el CO2 es que hay ciertas dificultades

en obtener solventes puros del fluido (Rozzi y Singh, 2002; Wark, 1985).

2.2.2.2.1 Extraccion de biocompuestos por tecnologia supercritica

Los métodos tradicionales de extraccion requieren altos tiempos de residencia
y grandes cantidades de solvente; se basan en la seleccion del solvente asociado
con el uso de calor y/o agitacidon e incluyen el método de extraccién soxhlet, la
hidrodestilacion y maceracion mezclada con agua, alcohol o grasa caliente. El
método soxhlet es una técnica estandar y la principal referencia para evaluar el
rendimiento de otros métodos de extracciéon sdlido - liquido (Lugue de Castro y
Garcia-Ayuso, 1998). De un tiempo a esta parte se han desarrollado varias técnicas
nuevas para la extraccion de solutos de matrices sélidas, entre ellas se tiene la SFE
(Brunner, 2005; Rozzi y Singh, 2002), que tiene como finalidad reducir el tiempo de
extraccion, disminuir el consumo de solvente, aumentar el rendimiento de extracciéon
y mejorar la calidad del extracto. Algunas de las ventajas mas representativas del uso
de CO2 como disolvente en aplicaciones agroindustriales con FSC sobre
extracciones comunmente llevadas a cabo, como en equipo Soxhlet con hexano (ver
anexos 1, figura 31) u otros disolventes similares son, el alto coeficiente de difusion
y viscosidad mas baja que los liquidos (Brunner, 2005); ausencia de tension
superficial, la cual aumenta la operacion de extraccion dada la rapida penetracion de
estos al interior de los poros de la matriz heterogénea (Sanchez, M. D. M., C. Mantell.,
M. Rodriguez., E. Martinez de la Ossa., 2005).

La selectividad durante la extraccion con CO2 puede ser manipulada dada la
variacion de las diferentes condiciones de operacion temperatura y presion (ver Fig.
9) afectando la solubilidad de varios componentes en el fluido supercritico
(Tonthubthimthong, P., S. Chuaprasert., P, Douglas. y W, 2001). La SFE no deja
residuos quimicos. La extraccion con CO2 supercritico permite su facil recuperacion
por procesos de reciclaje. EI CO2 supercritico también ha sido usado en

innumerables aplicaciones industriales que incluyen diferentes campos como:



33

alimentos, agricultura, acuicultura, pesticidas, procesos microbianos, petroquimica y
farmacéutica (Vagi, E., B. Simandi., 2005).
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Fig. 9 Diagrama de punto triple del CO2.

Elaboracion propia (2020)

2.2.3.1 Extraccion de compuestos no polares con CO2 supercritico

La SFE ha demostrado ser una excelente alternativa a

las técnicas

convencionales para obtener extractos de una variedad de materiales naturales. El

diéxido de carbono (CO2) es el fluido supercritico mas utilizado debido a sus multiples

ventajas con biocompuestos obtenidos de alto grado de pureza a temperatura y

presion de 31,1 .C y 74 bar, respectivamente. Ademas, en funcién de la capacidad

de ajuste de las propiedades del solvente, los procesos de extraccion con CO2

supercritico (sc — C0,) presentan una ventaja importante sobre los métodos de baja

presion, es decir, la selectividad de sc — €O, se puede ajustar variando la temperatura

y la presién para obtener fracciones que contienen compuestos especificos (Ver Fig.

10). La recuperacion de extractos activos de interés puede llevar a un producto con

un alto valor econémico y simplificar los pasos de fraccionamiento posteriores.



34
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2 Enfriador
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6 Valvula de control de presidn automatica BPR
7 Separndor

8 Valvula manusl de control de presidn
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SEMILLAS
f—

ACEITE

Fig. 10 Diagrama de extraccion con CO2 supercritico sc — CO,.

Fuente: Elaboracién propia (2020)

2.2.3.2. Propiedades resaltantes de fluidos supercriticos

Alta difusividad (como los gases)

- Baja viscosidad (como los gases)

- Tension superficial cero

- Densidad ajustable (fuerza del solvente)
- No es toxico (CO2)

- Aptos para reciclar

En el caso de la extraccion con CO2 puro, las extracciones pueden ser mas
selectivas para compuestos no polares optimizando la presion y la temperatura. Asi
mismo el tiempo de extraccion tendra un curso de actividad que generara una curva
en cuanto a la obtencion de biocompuestos. Esta curva nos permitira conocer la
relacion masica entre el volumen del solvente en las horas de extraccion y el

porcentaje de producto extraido (ver Fig. 11).
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Fig. 11 Curso de la SFE. Elaboracién propia (2020)
2.2.3.3 Rendimiento de extraccion (e.,,) y cantidad relativa de solvente

E
€oxp = E = cantidad de extracto (kg)

m

M
q = —;M = masa de solvente (kg)
Nom

N,, = (1 — Cu)N; N,, = masa de sélido insoluble

Cu =Soluto contenido en el sélido no tratado su valor es igual al rendimiento

de extraccion asintética en tiempo infinito. N =sdlido cargado en el extractor.

El rendimiento de extraccion también se puede definir como

(gaceife/gséli do insoluble)Y la cantidad relativa de solvente (passed solvent)= q 6

k
( gcoz/k

YJaceite insoluble”

2.3. Definicién de términos

e Fluido supercritico. Un fluido supercritico es cualquier sustancia a una
temperatura y presion por encima de su punto critico termodinamico. Tiene la
propiedad de difundirse a través de los solidos como un gas, y de disolver los
materiales como un liquido (Velasco, Villada, y Carrera, 2007).

e Acidos grasos. Son &cidos organicos monoenoicos, que se encuentran

presentes en las grasas, raramente libres, y casi siempre esterificando al
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glicerol y eventualmente a otros alcoholes. Son generalmente de cadena
lineal y tienen un nimero par de &tomos de carbono (Calvo,2007).

Aceites vegetales. Un aceite vegetal es un triglicérido extraido de una planta.
Son sustancias obtenidas a partir de semillas o frutos, los que lo contienen,
pero solamente los llamados oleaginosos sirven para la produccion industrial
de aceite. (Thomas, 2000)

Tocoferoles. Son sustancias viscosas de color amarillo palido, que se
descomponen facilmente en presencia de luz, oxigeno, pH alcalino y ciertas
trazas de minerales Fe y Cu. Insolubles en agua, medianamente solubles en
solventes organicos y en aceites vegetales, se pueden aislar de la fraccién
insaponificable de estos ultimos (BALL, 1988; BLANCO, 2001; Bramley et al.,
2000).

Esteroles. Los esteroles vegetales o fitoesteroles poseen una estructura
similar a la del colesterol, pero se diferencian de este en que incluyen un
grupo metilo o etilo en el carbono 24, estan presentes de manera natural en
frutos secos, aceites vegetales (girasol, maiz, oliva) y en verduras, hortalizas,
frutas, cereales y legumbres. (Klingberg et al., 2008; Ostlund RE Jr., 2002).
Acido punico. Conocido como "acido tricosanico" con férmula molecular
C18H3002 mientras que su masa molar es 278.43 g/ mol con punto de fusién
de 44-45 -C. El acido punico es un isémero del acido a-linolénico conjugado
y un acido graso poliinsaturado w-5, por ejemplo, nimero de dobles enlaces
y disposicion atdmica (Pereira de Melo, lllana y Carvalho, Eliane y Filho,
2014).

CO2. Es un gas inocuo que en condiciones supercriticas (CO2 supercritico)
se convierte en un disolvente muy potente y sirve como elemento separador
eficaz. Entre otras aplicaciones, la tecnologia de fluidos supercriticos se dirige
a la obtencion de extractos herbales a partir de plantas aromaticas, la mejora
de propiedades de alimentos (Ainia Centro Tecnoldgico, 2008).
Cromatografia de gases masas. La cromatografia de gases-masas es una
técnica que combina la capacidad de separacion que presenta la
cromatografia de gases con la sensibilidad y capacidad selectiva del detector
de masas. Esta combinacion permite analizar y cuantificar compuestos trazas
en mezclas complejas con un alto grado de efectividad. Esta técnica esta
indicada para la separacion de compuestos organicos volatiles y

semivolatiles.
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CAPITULO 1Il

MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipoy disefio de lainvestigacion

El estudio segun el tipo de disefio es Experimental, ya que se realiza
mediante la observacion, registro y analisis de las variables intervinientes en la
investigacion sobre modelos y ambientes artificiosamente creados para facilitar la
manipulacion de las mismas. El experimento provocado por el investigador, le
permite introducir determinadas variables de estudio manipuladas por él, para
controlar el aumento o disminucién de esas variables y su efecto en las

conductas observadas. Dankhe (1986).

3.2.  Acciones y actividades

Se obtuvo la materia prima del distrito de Ite, regién de Tacna, donde existe
gran produccion de granada variedad Wonderful con destino a mercado
internacional, nacional y regional. El acondicionamiento de la fruta se dio de la
siguiente forma, las granadas fueron lavadas, partidas en cuatro y se les retir0
cascara junto a los carpelos adheridos en ellas y arilos; éstos ultimos fueron llevados
a prensa de metal, con la finalidad de extraer el zumo. Luego se retiraron las semillas,
se lavaron y secaron a 35-40 °C durante 8 horas, 1,5-2 m/s de velocidad de aire y
una humedad relativa de 50-60 %. Fue necesario limpiar las semillas retirando el arilo

y restos del zumo. Estas volvieron a secarse en estufa a 40 °C durante 10 horas.

Para el analisis proximal en la caracterizacién humedad, cenizas, lipidos y proteinas

en semillas de granada variedad Wonderful se llevé a cabo la metodologia AOAC
Determinacion de humedad

Se seco la placa petri a 102+/-2 °C durante 30 minutos, luego se situo en el desecador
para que enfrie a temperatura ambiente por 15 min. Luego, se obtuvo el peso de la
placa sin muestra (M0). La muestra en la placa y pesar (M1), un peso de muestra
aproximado de 10 g. Luego se introdujo la placa en el desecador y se llevé a estufa
a 102+/-2 °C por 3-4 horas para después dejarla enfriar. Se obtuvo el peso de la placa

(M2) y se aplico la siguiente ecuacion:
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[Ml — Mz)xlﬂﬂ

%H =
’ My — M,

M, = Peso de la placa
M, = Peso de muestra + peso de placa antes de secado

M, = Peso de muestra + peso de la placa después de secado

Observaciones: Se repitio la desecacion hasta que la diferencia entre dos pesadas

consecutivas no sea mayor de 0,5 mg.
Determinacién de cenizas

Se calent6 un crisol de porcelana limpio en un horno eléctrico a 550°C durante
3 horas, dejandolo reposar a temperatura ambiente durante 1 hora para pesarlo
posteriormente. El procedimiento se repiti6 hasta obtener un peso constante. El
tiempo de incineracion fue de 1-2 horas. Luego, se pesO6 con precision
aproximadamente 3 g de muestra en el crisol de porcelana de peso constante
conocido y se colocé el crisol de porcelana con la muestra en un horno eléctrico a
550°C, se incinerd la muestra calentando el crisol con la tapa colocada hasta que se
formen cenizas de color blanco o blanco grisaceo brillante. Una vez finalizado el
proceso de incineracién, se colocé6 el crisol de porcelana con la muestra en un
desecador, se dejo reposar a temperatura ambiente durante 1 hora y para luego
pesarlo. Se repitieron lo procedimientos anteriores hasta obtener un peso constante
del crisol que contiene la muestra. El contenido de ceniza se calcul6 de la siguiente

manera:

2-Ww1
% Contenido de cenizas en la muestra = Tx 100
W1: Peso del crisol de porcelana antes de la incineracion (g)
W?2: Peso del crisol de porcelana después de la incineracion (g)

S: Peso de la muestra (g)

Determinacién de lipidos

Se extrajeron aproximadamente 5 gr de semillas de granada molidas, estas
muestras se transfirieron a un dedal de extraccion de papel de filtro y se extrajeron
con 200-500 ml de n-hexano durante 6-8 ciclos como maximo temperatura de 70 °C
en un aparato Soxhlet. Una vez completada la extraccién, se elimino el n-hexano a

35 ° C bajo presion reducida utilizando un evaporador rotativo (Rotavapor R210,
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Buchi, - Suiza). Posteriormente, el matraz se colocdé en un horno de vacio. El
rendimiento del aceite extraido se expreso en porcentaje, que se define como el peso
del aceite extraido sobre el peso de la muestra tomada. La determinacion se realizé

por triplicado, 2 muestras pequefas y una grande.

m = peso de la muestra
P1 = placa vacia

P2 = placa peso final

) o P2 —P1
% Contenido de lipidos = Tx 100

Determinacién de proteinas

La concentracion de proteina de cada fraccion se determiné por el método de
Bradford (1976). El procedimiento de extraccién se basé en las diferencias en la
solubilidad de las proteinas en varios solventes. Primero, la extracciébn de una
muestra molida (250 mg) con agua destilada (5 ml, pH=6,5). La suspensién se agitd
a temperatura de laboratorio durante 20 min y luego se centrifug6 (10000 rpm durante
15 min). El sobrenadante se us6 como el extracto 1 (fraccién de albumina). Luego de
retirar los tubos de ensayo de la centrifuga, se tomé la fraccién liquida que ha
quedado sobrenadante para realizar diluciones. Las diluciones a realizar seran
extraidas haciendo uso de la pipeta de la siguiente forma:

e 1/20 microlitros (de los 2 tratamiento con 3 repeticiones)

e 5/20 microlitros (de los 2 tratamiento con 3 repeticiones)

e 20/20 microlitros, sin dilucién (de los 2 tratamientos con 3 repeticiones)

e Testigo con agua destilada
Luego se realiz6 la lectura de absorbancia respectiva en el lector de microplaca,
posterior a esto se procedio a obtener un promedio de lectura neta para determinar
asi la concentracion de proteina que expresaremos en mg/ml (p/v). La muestra
insoluble restante se mezclé con 10 ml de solucion acuosa de NaCl al 5% (p/v), se
repiti6 el procedimiento de extraccion y se recolectd el extracto 2 (fraccion de
globulina). Después de las siguientes extracciones con una solucién acuosa al 70%
(v/v) de etanol y una solucion acuosa de NaOH al 0,2%, se obtuvo el extracto 3
(fraccion de prolamina) y el extracto 4 (fraccion de glutelina). Se realiza para finalizar,
una suma de las cuatro fracciones, albumina, globulina, prolamina y glutelina para

obtener el contenido total de proteina.
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En el tratamiento de las semillas (ver Fig. 12), éstas, limpias presentaron un
peso promedio del 48 %. Posteriormente se almacenaron en condiciones oscuras a
4 °C hasta antes de su uso. Para proceder a la extraccion, las semillas fueron
molturadas en molino a graduacion media obteniéndose un didmetro medio de

particula de 0,297 mm =+ 0,03 (ver anexos 1, figura 28 y 29).

Recepcion de la
materia prima,
granada
Wonderful

l.avado

Separacion de
cascaras y
carpelos de los
arllos

Limpieza de los
arilos

Secado en
bandeja de las
semillas (40 °C por
8-10 h)

Molienda hasta
alcanzar dm de
0,297 mm + 0,03

Almacenamiento a
4 *C en envase
ambar

Fig. 12 Diagrama de flujo del tratamiento de la materia prima (granada variedad

Wonderful) para extraccion de biocompuestos. Elaboracién propia (2020)
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Fig. 13 Diagrama de flujo del proceso de extraccion con

propia (2020)
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Para el disefio experimental de Central Rotacional Compuesto se generd una tabla

codificada de tratamientos en bloques para los parametros de temperatura y tiempo.

Tabla 6. Tratamientos codificados en bloques para los parametros de temperatura y tiempo

Orden Orden Tipo Bloques Temperatura (°C) Tiempo
Tratamiento Corrida Pt (min)
3 1 1 1 40 300
6 2 -1 1 64 200
9 3 0 1 50 200
7 4 -1 1 50 59
8 5 -1 1 50 341
1 6 1 1 40 100
10 7 0 1 50 200
4 8 1 1 60 300
5 9 -1 1 36 200
12 10 0 1 50 200
13 11 0 1 50 200
11 12 0 1 50 200
2 13 1 1 60 100

3.3.

Fuente: Elaboracion propia (2020)

Materiales y/o instrumentos

Extraccion con sc — €O,

Estufa de secado BINDER GmbH.

Molino de café a nivel intermedio Hamilton Beach para la reduccion de tamafio
de particula de las semillas limpias y secas.

Papel filtro.

Viales ambar de vidrio para obtencion de extractos.

Pipetas de extraccion.

Di6xido de carbono con una pureza del 99,9 %, suministrado por PRAXAIR
(San Luis Potosi, México). Helio al 99,99 % (San Luis Potosi, México). (ver
anexos 1, figura 33)

Bombas de circulacion del CO2. (ver anexos 1, figura 34)

Equipo de extraccion supercritica PARR INSTRUMENT COMPANY, Moline
lllinois USA 243AC T304 032687.

Cromatografo de gases con detector de ionizacion de llama (FID) VARIAN
CP-3800 GAS CHROMATOGRAPH.

Cromatégrafo de gases masas AGILENT SERIES 6890 GC SYSTEM (Agilent
Technologies 5975 C linsert XL EI/CI MSD).
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e Circulador/Enfriador bafio Thermo NESLAB RTE-7
e Manometro de presion Ashcroft AISI 316 tube — AISI 316 socket, Welded. (ver
anexos 1, figura 36).

e TermoOmetro tipo K/J EXTECH. (ver anexos 1, figura 37)

3.4, Muestra de estudio

Las granadas variedad Wonderful obtenidas de la asociacion de productores
de granada en el distrito de Ite, region Tacna, fueron un total de 56,42 kg de fruta sin
mercado destino al no cumplir con el total de estandares de calidad como calibre y
caracteristicas sensoriales para demanda de mercado internacional, nacional y

regional de exportacion, considerada parte de la produccion excedente.

Se tomo esta muestra no probabilistica y por conveniencia, de la cual derivd
el 10 % correspondiente a la composicién de la matriz vegetal, en este caso, las
semillas solamente. De éstas se tom6 35 g para cada experimento por SFE. (ver

anexos 2)

3.5. Técnicas de procesamiento y andlisis de datos

La extraccion de aceite de semillas de granada (ver Fig. 13) se llevé a cabo
en un rango de temperaturas entre 40, 50 y 60 °C, una presion constante de 320 bar
y un tiempo aproximado a los 300 minutos, o sea 5 horas de extraccion. utilizando
ademas un flujo de CO2 de ~4,05 kg/h. En cada tratamiento se utiliz6 una muestra
de 35 g de semilla de granada limpia, seca y molida, de un didmetro medio de
particula de 0,297 mm =+ 0,03. Los extractos se almacenaron en viales ambar a 4 °C
hasta su posterior analisis. Se realiza a continuacién el proceso de remojo que
consiste en dejar empapar de CO2 las semillas molidas contenidas en el cartucho
dentro de la celda de extraccion por unos 10 min antes de abrir las valvulas que
permitiran el paso del CO2 a un determinado flujo. Esta extraccion se realizd en un
equipo de extraccion PARR INSTRUMENT COMPANY, Moline lllinois USA 243AC
T304 032687 (ver anexos 1, figura 35), el cual fue adaptado y el principio de
extraccion se muestra esquematicamente. El equipo consta de un sistema de

regulacion y control de temperatura, presion y flujo de CO2.

El perfil de acidos grasos se determindé mediante el uso de un cromatografo
de gases con detector de ionizacion de llama (FID) VARIAN CP-3800 GAS
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CHROMATOGRAPH (ver anexos 1, figura 40). Para ello se realiza la derivatizacion
de una muestra que se llevo a cabo adicionando a 0,05/ 0,15 g de muestra de aceite,
0,25 pL de metdxido de sodio, y debe agitarse bien y llevar a estufa por 30 min. Luego
agregar 0,25 pL de NaCl y 0,5 pL de hexano. Se inyecta posteriormente 2-5 uL del
sobrenadante del vial al cromatografo. La lectura de curvas se realiz6 en 30 min
desde inyeccion y estabilizacién del equipo. Para el analisis de cromatografia de
gases masas se utilizé un cromatégrafo de gases AGILENT SERIES 6890 GC
SYSTEM (Agilent Technologies 5975 C linsert XL EI/CI MSD) equipado con un
inyector de split/splitless a temperatura de 250 °C, relacion split 1:10. Los datos
cromatogréficos fueron obtenidos y procesados con el software NIST98. Para la
separacion de mezclas se utilizé una columna capilar HP5MS (J & W de Agilent
Scientific. 30 m * 0,25 ym ID* 0,25 mm) con fase estacionaria de polietilénglicol. La
temperatura del horno se programé de 313 K (5 min) hasta 523 K a 5 K/min. El gas
portador y gas auxiliar empleado fue helio (99,99 %, Linde) con un caudal de 1
mL/min. El volumen inyectado fue de extracto de 1,0 pyL. La cuantificacién de acidos
grasos, tocoferoles y esteroles, entre otros compuestos se realizé por porcentaje
relativo de &rea. La lectura de curvas se realiz6 en 60 min desde inyeccion y

estabilizacion del equipo.

Para el analisis de cromatografia de gases masas, en la determinacién de la
composicion de tocoferoles se utilizé6 un cromatégrafo de gases AGILENT SERIES
6890 GC SYSTEM (Agilent Technologies 5975 C linsert XL EI/Cl MSD) equipado con
un inyector de split/splitless a temperatura de 523 K, relacion split 1:10. Los datos
cromatograficos fueron obtenidos y procesados con el software NIST98. Para la
separacion de mezclas se utilizé una columna capilar HP5MS (J & W de Agilent

Scientific. 30 m * 0.25 ym ID* 0,25 mm) con fase estacionaria de polietilénglicol.

Los tocoferoles al ser compuestos de grupos metoxidos, de doble ligadura y
mayor peso molecular que los acidos acidos grasos requieren de un detector con
mayor sensibilidad. Por ello se emple6 MSD (Mass Selective Detector) inerte 5975C
de Agilent con su detector de triple eje le ofrece caracteristicas de disefio innovadoras
para aumentar la productividad de su laboratorio y las capacidades analiticas
avanzadas que mejoran sus resultados y su confianza. Ademas de ofrecer una mejor
resolucion de MS y la menor desviacion de masa disponible, el sistema ofrece una

sensibilidad superior e integridad espectral.
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Se empled un disefio de rotacion central compuesta con 2 2 + estrella o 2k
con 5 puntos factoriales, 5 puntos estrellas y 5 repeticiones en el punto central para
un total de 13 experimentos en el software estadistico MINITAB 18. Para la
determinacion del efecto sobre tres niveles de temperatura y tiempo a una presion
constante de 320 bar; se tuvieron las variables respuesta: rendimiento basado en la
cantidad de aceite de semillas de granada obtenido por unidad mésica del material
(semilla molida) en términos porcentuales; y la composiciébn en &cidos grasos,
tocoferoles y esteroles. Asi como la relacién de rendimiento entre unidad masica de

CO2 empleado por g de semilla de granada.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

En esta seccion se presentan los resultados de: Andlisis proximal centesimal de
semillas de granada, Determinacion de parametros, Rendimiento de extraccion,
Ecuacioén de optimizacion y Andlisis de biocompuestos obtenidos.

Para la caracterizacion de las semillas y cascaras de granada variedad Wonderful se
realizé la determinacion de humedad, cenizas, lipidos y proteinas mediante

metodologia AOAC que se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Analisis proximal para la caracterizacién de cdscaras y semillas de granada variedad

Wonderful mediante metodologia AOAC

Cantidad por 100 g de muestra

Analisis en Semilla (g) Céascara ()
base seca
Humedad 67,2730 % 71,8932 %
Cenizas 3,0309 % 4,3313 %
Grasa cruda 18,3524 % 5,8863 %
Proteinas 17,9608 % 13,7479 %

Fuente: Elaboracién propia (2020)

4.1 Extraccién supercritica

Para determinar los parametros de temperatura y tiempo, se tomé como
referencia lo expuesto en teoria, reconociendo ademas que el punto critico del CO2
se da a partir de los 31 °C. Por lo anterior mencionado, se tomé un valor bajo de 40
°C, uno intermedio de 50 °C y uno alto de 60 °C. En cuanto al tiempo de extraccion,
consideramos las 3 fases del desarrollo de la extraccion supercritica: equilibrio
controlado, transicién y difusion controlada, tomando un tiempo de 5 h para la
extraccién puesto que, al hacerse un experimento aleatorio, luego de 300 min la
extraccion ya no era cuantitativamente significativa. La presion se establece
constante a 320 bar basado en los resultados obtenidos por Natolino y Da Porto,
(2019). Se seleccion6 el disefio Central Compuesto Rotacional para obtener el
namero de tratamientos a realizar segun los pardmetros seleccionados. La extraccion
supercritica en términos de rendimiento, presenta la tabla de resultados en cuanto a

la extraccion de mayor eficiencia en cuanto a la relacién de temperatura y tiempo a
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una presion constante, asi como también se presentan las propiedades
fisicoquimicas del CO2 en los parametros seleccionados (ver Tabla 8.)

Tabla 8. Rendimiento en aceite de semillas de granada extraido con sc — CO, a

presion constante de 320 bar.

Tratamiento Densidad Viscosidad  Temperatura Tiempo Rendimiento
(9/cm”3) (HPa/s) C) (min) (%)
1 0,9203 86,627 40 100 10,71
2 0,8439 96,513 60 100 13,12
3 0,9203 86,627 40 300 14,95
4 0,8439 96,513 60 300 19,53
5 0,9203 86,627 36 200 12,99
6 0,8439 96,513 64 200 16,86
7 0,8826 69,339 50 59 10,02
8 0,8826 69,339 50 341 15,45
9 0,8826 69,339 50 200 13,45
10 0,8826 69,339 50 200 13,52
11 0,8826 69,339 50 200 13,41
12 0,8826 69,339 50 200 13,48
13 0,8826 69,339 50 200 13,53

Fuente: Elaboracion Propia (2020)

El mayor rendimiento de extraccion fue del 19.53 %, con un total de 5,5057 g
de aceite por 35 g de semillas de granada. (ver anexos 1, figura 39).

Para comprobar la influencia de los parAmetros de experimentos en la
superficie de respuesta, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) que se puede

apreciar en la tabla 9.



48

Tabla 9: Andlisis de varianza (ANOVA) para rendimiento en aceite de semillas de

granada. Regresion de superficie de respuesta: Rendimiento (%), Temperatura (°C) y Tiempo

(min).
Fuente GL Suma de MC Ajust. Valor F Valor
Cuadrados p
Ajust.

Modelo 5 69,0047 13,8009 38,86 <0,001
Lineal 2 61,4107 30,7053 85,35 <0,001
Temperatura 1 19,4158 19,4158 53,97 <0,001
Tiempo 1 41,9949 41,9949 116,73 <0,001
Cuadrado 2 6,4168 3,2084 8,92 0,012
Temperatura (°C) 1 5,76454 5,76454 16,03 0,005
Temperatura (°C)
Tiempo (min) Tiempo (min) 1 0,2371 0,2371 3,27 0,113
Temperatura Tiempo 1 1,1772 1,1772 3,27 0,113
Error 7 2,5183 0,3598
Falta de ajuste 3 2,5084 0,8361 338,51 0,000
Error puro 4 0,0099 0,0025 0,000
Total 12

Fuente: Minitab 18 (2020)

Tabla 10. Resumen del modelo
S R-cuadrado R-cuadrado
(ajustado)
0,599794 96,48 % 93,96 %

El valor R-cuadrado (ajustado) se muestra alto en cuanto al nivel de confiabilidad para

el modelo que se propone.

4.2 Ecuacion de optimizacion

En la siguiente tabla de coeficientes de regresion para el rendimiento se

observa que las variables de temperatura y tiempo son significativas porque los p-

valores de ambas son 0,000, al igual que la variable de tiempo”2 pues el valor de p

es 0,005. A diferencia de la variable tiempo”2 la cual no tiene significancia en la

variable respuesta del rendimiento.
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Tabla 11. Coeficientes de regresion para rendimiento

Término Coef EE del coef. Valor T Valor p
Constante 28,55 0,268 50,25 <0,001
Temperatura 0,863 0,212 7,35 <0,001
Tiempo (min) 0,0032 0,212 10,80 <0,001
Temperatura (°C) 0,00910 0,227 4,00 0,005
Temperatura (°C)

Tiempo (min) Tiempo -0,000018 0,227 -0,81 0,444
(min)

Temperatura (°C) 0,000543 0,300 1,81 0,113

Tiempo (min)

Fuente: Minitab 18 (2020)

Los valores de los coeficientes representan el modelamiento matematico a
través de una regresién para optimizar el proceso de extraccion de acuerdo a los
parametros establecidos de temperatura y tiempo como variables independientes,
donde se busca conseguir asi, un 6ptimo rendimiento como variable respuesta. La

ecuacion que se obtiene es la siguiente:
Ecuacion del modelo matemético

Rendimiento (%)
= 28,55 — 0,863 Temperatura(°C) + 0,0032 Tiempo(min)
+ 0,00910 Temperatura(°C)*2 — 0,000018Tiempo(min)”"2
+ 0,000543 Temperatura(°C)Tiempo(min)

Esta ecuacion nos sirve también para predecir un rendimiento esperado, el
cual fuese de 27,7 % con temperaturas sobre los 60 °C y sobre las 5y 6 horas de

extraccion.

En la figura 14 se muestra el diagrama de Pareto que presenta la interaccion
entre las variables en cuanto a los efectos significativos principalmente para los tres

factores, A (temperatura), B (tiempo) y AA (temperatura*temperatura).
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rendimiento (%) a = 0.05)
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Fig. 14 Pareto de los efectos para Rendimiento (%).
Fuente: Minitab 18 (2020)

En cuanto a la gréfica de efectos principales para el rendimiento, en la
figura 15, se observa que no existe interaccion entre el tiempo y la

temperatura, puesto que las curvas nunca se intersectaran entre si.

Grafica de efectos principales para Rendimiento (%)
Medias ajustadas
Temperatura ("C) Tiempo (min)
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7
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)
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.
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Todos los términas que se muestran estdn én el modelo.

Fig. 15 Grafica de los efectos principales para
Rendimiento (%). Fuente: Minitab 18 (2020)
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De este modo la ecuacion del rendimiento se optimiza segun la ecuacion:

Rendimiento (%)
= 28,55 — 0,863 Temperatura(°C) + 0,0032 Tiempo(min)
+ 0,00910 Temperatura(°C)"2

En la figura 16 se observa la influencia de la temperatura y el tiempo sobre la
variable respuesta de rendimiento. A medida que la temperatura aumenta, el
rendimiento es mayor, y el tiempo a su vez, es progresivo pues el extracto va

acumulandose en las fases de extraccion desde la primera hora (60 min).

Superficie de respuesta para el rendimiento en aceite de semillas de granada

Rendimiento (%)

Temperatura (C)

Tiempo (min)

Fig. 16 Superficie de respuesta para el rendimiento de extraccién (%).
Fuente: Minitab 18 (2020)

Del mismo modo se presenta en la figura 17 la gréfica de contorno para el
rendimiento versus la temperatura y el tiempo. Donde se aprecian las zonas
coloreadas en la leyenda que muestra al rendimiento de extraccion por areas
sombreadas. Mientras la temperatura se incrementaba y el tiempo fue acumulando
el aceite obtenido, la extraccién fue también en alza, y se muestra una coloracién que
va desde azul hacia verde intenso. De mismo modo por encima de 60 °C y 300 min,

se espera que la extraccidon sea mayor.
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Grafica de contorno de Rendimiento vs. Temperatura (°C); Tiempo (min)
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Fig. 17 Grafica de contorno de rendimiento (%) vs. Temperatura (°C); Tiempo (min)
Fuente: Minitab 18 (2020)

4.3 Perfil de acidos grasos

A continuacion, se presentan los cromatogramas de las muestras 1- GCC1 a 40
°C,2-GCC2a5h0°Cy3—-GCC3ab0-°Cauna presion constante de 320 bar y al finalizar

su extraccion en un tiempo de 300 minutos.
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Fig. 18 Cromatograma del perfil de acidos grasos muestra 1 — GCC1/ 320 bar 40 °C.
Fuente: (FID) VARIAN CP-3800 GAS CHROMATOGRAPH (2020).
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Fig. 19 Cromatograma del perfil de acidos grasos muestra 2 — GCC2/ 320 bar 50 °C.
Fuente: (FID) VARIAN CP-3800 GAS CHROMATOGRAPH (2020).
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Fig. 20 Cromatograma del perfil de acidos grasos muestra 3 — GCC3/ 320 bar 60 °C. Fuente:
(FID) VARIAN CP-3800 GAS CHROMATOGRAPH (2020).
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Muestra 1 — GCC1/ 320 bar 40 °C

En el cromatograma GC1 observamos la presencia de los siguientes acidos
grasos en orden segun el area representada en porcentaje, el compuesto mayoritario
fue el &cido punico o &cido Linolénico n5 (83,87 %), acido oleico (6,01 %), acido
estearico (3,64 %), acido palmitico (2,04 %), &cido behénico (1,53 %), acido gamma
linolénico (1,02 %) y en menor proporcion al acido araquidico (0,78 %), acido linoleico
(0,62 %), &cido Cis-8, 11,14-Eicosatrienoico (0,44 %) y el &cido heptadecanoico (0,05
%).

Tabla 12. Perfil de acidos grasos muestra 1 — GCC1/ 320 bar 40 °C.

Acido graso Formula prom DE
Palmitico C16:0 2,04 0,21
Heptadecanoico C17.0 0,05 0,02
Estearico C18:0 3,64 0,20
Oleico Ccis8:1 6,01 0,19
Linoleico Ci18:2 0,62 0,35
Araquidico C20:0 0,78 0,21
Gamma Linoleico C18:3 n6 1,02 0,44
Punico C18:3n5 83,87 3,83
Behénico C22:0 1,53 2,16
Saturados 8,03
Monoinsat 6,01
Poliinsat 85,96

Fuente: (FID) VARIAN CP-3800 GAS CHROMATOGRAPH (2020).
Muestra 2 — GCC2/ 320 bar 50 °C

En el cromatograma GC2 observamos la presencia de los siguientes acidos
grasos en orden segun el area representada en porcentaje, el compuesto mayoritario
fue el acido punico o &cido Linolénico n5 (85,63 %), acido oleico (5,44 %), acido
estearico (3,16 %), acido palmitico (1,74 %), acido behénico (1,89 %), acido gamma
linolénico (0,57 %) y en menor proporcion al acido araquidico (0,39 %), acido linoleico
(0,11 %), acido Cis-8, 11,14-Eicosatrienoico (1,02 %) y el acido heptadecanoico (0,04
%).
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Tabla 13. Perfil de acidos grasos muestra 2 — GCC2/ 320 bar 50 °C.

Acido graso Formula %
Palmitico C16:0 1,74
Heptadecanoico C17:0 0,04
Estearico C18:0 3,16
Oleico cis8:1 5,44
Linoleico c18:2 0,11
Araquidico C20:0 0,39
Gamma Linoleico C18:3 n6 0,57
Plnico C18:3n5 85,63
Behénico C22:0 1,89
Saturados 7,23
Monoinsat 5,44
Poliinsat 87,33

Fuente: (FID) VARIAN CP-3800 GAS CHROMATOGRAPH (2020).

Muestra 3 — GCC2/ 320 bar 60 °C

En el cromatograma GC3 observamos la presencia de los siguientes acidos
grasos en orden segun el area representada en porcentaje, el compuesto mayoritario
fue el acido punico o &cido Linolénico n5 (86,97 %), acido oleico (5,41 %), acido
estedrico (3,47 %), acido palmitico (2,02 %), acido araquidico (0,75 %), acido gamma
linolénico (0,74 %) y en menor proporcion al acido linoleico (0,30 %), acido behénico
(0,24 %) y el 4cido heptadecanoico (0,09 %).

Tabla 14. Perfil de acidos grasos muestra 3 — GCC3/ 320 bar 60 °C.

Acido graso Férmula prom DE
Palmitico C16:0 2,02 0,13
Heptadecanoico C17:0 0,09 0,02
Estearico C18:.0 3,47 0,10
Oleico Ci8:1 5,41 0,11
Linoleico C18:2 0,30 0,13
Araquidico C20:0 0,75 0,18
Gamma Linoleico C18:3 n6 0,74 0,03
Punico C18:3n5 86,97 0,30
Behénico C22:.0 0,24 0,00
Saturados 6,57
Monoinsat 5,41
Poliinsat 88,02

Fuente: (FID) VARIAN CP-3800 GAS CHROMATOGRAPH (2020).
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A continuacién, se muestran los cromatogramas de las muestras 1- GCC1/ 320 bar
40 °C, 2 - GCC2/ 320 bar 50 °C y 3 — GCC3/ 320 bar 60 °C respectivamente, asi también

como las tablas del contenido de tocoferoles de las tres muestras.
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Fig. 21 Cromatograma de tocoferoles muestra 2 — GC2 (320 bar 50 °C). Fuente: MSD (Mass
Selective Detector) (2020).
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Fig. 22 Cromatograma de tocoferoles muestra 3 — GC3 (320 bar 60 °C). Fuente: MSD (Mass
Selective Detector) (2020).
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Composicién de tocoferoles — GC2 (320 bar 50 °C)

En el cromatograma GC2 observamos la presencia de los siguientes
tocoferoles segln el &rea representada en porcentaje, el compuesto mayoritario fue
el Gamma y beta tocoferol (31,4817 %), gamma Yy beta sitosterol (22,2393 %), el
campesterol (3,4537 %), Stigmasterol (1,8670 %) y la vitamina E (0,6874 %). Cabe
mencionar la presencia de Escualeno con 40, 2710 % como precursor principal de

los tocoferoles.

Tabla 15. Perfil de tocoferoles muestra 2 — GC2 (320 bar 50 °C).

Pico del Tiempo Area Tiempo  Tiempo Nombre del %
cromatograma Ret. | F Compuesto
50 48.463 \A% 0.072 1,316,386,715.00 48.311 48.717 Squalene 40.2710
56 50.266 A% 0.073 1,029,079,822.00 50.057 50.419 Gamma y Beta- 31.4817
Tocoferol
60 50.952 A% 0.062 22,469,291.00 50.864 51.085 Vitamina E 0.6874
62 52.072 A% 0.075 112,894,565.00 51.921 52.334 Campesterol 3.4537
63 52.429 A% 0.054 61,028,449.00 52.334 52.661 Stigmasterol 1.8670
65 53.234 vV 0.079 726,961,906.00 52.999 53.318 Gama y Beta- 22.2393

Sitosterol
3,268,820,748.00

1,952,434,033.00

Fuente: MSD (Mass Selective Detector) (2020).

Composicién de tocoferoles — GC3 (320 bar 60 °C)

En el cromatograma GC3 observamos la presencia de los siguientes
tocoferoles segun el area representada en porcentaje, el compuesto mayoritario fue
el Gamma tocoferol (22,5959 %), gamma y beta sitoesterol (17,2797 %), el
campesterol y gamma ergostenol (4,0219 %), Stigmasterol (2,9169 %) y la vitamina
E (2,0438 %). Cabe mencionar la presencia de Escualeno con 46, 2937 % como

precursor principal de los tocoferoles.
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Tabla 16. Perfil de tocoferoles muestra 3 — GC3 (320 bar 60 °C).

Pico del Tiempo Area Tiempo Tiempo Nombre del %

cromatograma Ret. | F Compuesto
58 48.464 VV 0.075 1,396,885,414.00 48.314 48.651 Squalene 46.2937
67 50.243 VV 0.063 681,819,872.00 50.074 50.37 Gama Tocoferol 22.5959
69 50.589 VvV 0.169 146,291,707.00 50.538 50.894 Beta Sitosterol 4.8482
70 50.956 VvV 0.078 61,669,237.00 50.894 51.037 Vitamina E 2.0438
73 52.072 VWV 0.094 121,357,170.00 51.988 52.239  Campesterol y Gama 4.0219

Ergostenol
75 52431 VV  0.082 88,015,958.00 52.343 52.638 Stigmasterol 2.9169
77 53.214 VvV  0.073 521,404,040.00 53.053 53.314 Gama y Beta 17.2797

Sitosterol -

Stigmasterol

3,017,443,398.00

Fuente: MSD (Mass Selective Detector) (2020).

Tabla 17. Resumen del perfil de &cidos grasos en muestras 1, 2y 3.

sc—CO0, (320 sc—CO0, (320 sc —C0, (320
bar, 40 °C; ~4,05 kg/h) bar, 50 °C; ~4,05 kg/h)  bar, 60 °C; ~4,05 kg/h)

Acidos grasos (g/100 g)

Pdnico 83.87+3.83 85.63+3.26 86.97+0.30
Oleico 6.01+0.19 5.44+40.12 5.41+40.11
Estearico 3.64+0.20 3.16+0.24 3.16+0.24
Palmitico 2.04+0.21 1.74+40.17 3.4710.10
Behénico 1.53+2.16 1.89+2.13 2.02+0.13
Gamma Linolenico 1.02+0.44 0.57 £0.37 0.7440.03
Araquidico 0.78+0.21 0.3940.28 0.75+0.18
Linoleico 0.62+0.35 0.11+0.42 0.30+0.13
MUFA 6.01 5.44 541
PUFA 85.96 87.33 88.02
SFA 8.03 7.23 6.57

Fuente: Elaboracion propia (2020).



Tabla 18. Resumen del contenido de tocoferoles en muestras 2 y 3.

sc—CO0, sc—CO0,
(320 bar, 50 °C; (320 bar, 60 °C;
~4,05 kg/h) ~4,05 kg/h)
Tocoferoles
(mg/100 g aceite)
Gamma y beta 52.71 42.07
tocoferol
Gamma y beta 37.23 41.20
sitosterol
Campesterol 5.78 7.49
Estigmasterol 3.13 5.43
Vitamina E 1.15 3.81

Fuente: Elaboracion propia (2020).
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CAPITULO V

DISCUSION

Los andlisis de composicién centesimal (Ver Tabla 7), especificamente en
semillas muestran una notoria variacién en cuanto al porcentaje de humedad con
67,2730 %, cenizas con 3,03%, lipidos con 18,35 y proteinas con un 17,96%; de
acuerdo a los valores que el presentado por Juan B. Peris Gisbert, Gerardo Stibing,
Ramén Figuerola. Domenech (1996)que fueron respectivamente del 25,66%; 3,62%;
10,33% y 10,42%. Encontrdndose una gran similitud en cuanto al contenido de
cenizas y una gran diferencia en el porcentaje de humedad. El contenido de lipidos
gue se realiz6 mediante equipo Soxhlet tuvo un porcentaje mayor en comparacion
con dicho estudio. Asi como el porcentaje de proteinas fue también mayor segun lo

que sostuvieron dichos autores.

En los resultados presentados en el cuadro ANOVA (ver Tabla 9), la hipotesis
nula establece que los valores de temperaturas en tratamiento influyen en el
rendimiento de extraccién de aceite de semilla de granada. Entonces, puesto que el
valor p es menor que el nivel de significancia de 0.05, se puede rechazar la hip6tesis
nula y concluir que las temperaturas de 40, 50 y 60 °C a presion constante de 320
bar si presentan un nivel de significancia tal en los efectos de rendimiento de
extraccion de aceite de semilla de granada entre intervalos de tiempo de 100, 200 y
300 min, factor que interactia en el aumento de extraccién de aceite porque es
progresivo a medida que transcurren las horas. A presion constante de 320 bar y la
temperatura de 40; 50 y 60 °C, se presenta un aumento en el rendimiento de
extraccion de aceite de semilla de granada en ese orden. Esto se debe
fundamentalmente a la densidad y viscosidad del sc — C0O,. A 40 °C la densidad es
mayor y mientras aumenta la temperatura, esta disminuye, por lo tanto, su poder de
disolucién es menor, pero ocurre lo contrario con la viscosidad pues a la misma
temperatura, esta es mayor y a 60 °C, es menor, por lo tanto, el fluido tiene mayor
capacidad de movimiento, transportando los extractos con mayor facilidad. En ese
sentido el rendimiento de extraccion del aceite de semilla de granada fue mayor a
una presion constante de 320 bar, una temperatura de 60 °C y un tiempo de 300 min
(5 hrs.) con un 19,53 %.

En cuanto a los rendimientos de extraccion que observa que los factores que influyen
en estos resultados son la presiéon fundamentalmente y la temperatura, siendo

también importante mencionar el flujo de CO2 empleado, que determina la relacion



61

masica entre la cantidad de disolvente a emplear por la cantidad de la materia prima
en uso. Estas condiciones de presion y temperatura determinaran el mejor
rendimiento de extraccion ademas por la interaccion de dos propiedades
fisicoquimicas tales como la densidad y la viscosidad, considerando que el CO2 a
diferente presion y temperatura modifica en si, estas propiedades, logrando variar la
obtencién de extracto en la experimentacion. Al respecto, Verardo et al., (2014)
determinaron el contenido total de PSO que varié entre 7.9 y 16 %, valor inferior al
encontrado en el presente estudio, y lo que reportaron Natolino y Da Porto (2019)
con su mayor rendimiento de extraccion en 0,18 g aceite/g sdlido insoluble, es decir,
18 % en condiciones similares, fue efectuado a 320 bar, 60 °C y 8 kg/h de flujo de
CoO2.

En esa direccion resultados similares fueron reportados por Ahangari y
Sargolzaei (2012) y Liu et al. (2009). Sin embargo, es para subrayar que el disefio
Método de superficie de respuesta (RSM) aplicado por este ultimo predijo un
rendimiento maximo con un flujo de CO2 de 20 kg/h, en lugar de 10 kg/h, segun lo
encontrado por Ahangari y Sargolzaei (2012) y 8 kg/h segun resultados obtenidos por
Natolino y Da Porto (2019); aun asi, Liu et al. (2009) reportan un flujo de 15 L/h
medido en una unidad de volumen por una unidad de masa. Se debe considerar que
el volumen y la relacion masica se da por interaccién directa de la densidad que, en
condiciones de presién sobre los 300 bar, la densidad es mas cercana a 1. Es de
notar que la tasa de flujo de disolvente es un factor involucrado en la estimacion de
costos de extraccion del producto sc — C0O,, pues sostiene la cantidad de disolvente

a emplear por materia prima empleada.

Liu et al., (2009) sostiene que a altas presiones, el comportamiento de la
temperatura es mucho mejor en cuanto al rendimiento de extraccion. A pesar de que
a bajas temperaturas la densidad disminuye junto con su capacidad de disolucién, a
partir de 320 bar mientras mas altas sean las temperaturas, mayor sera el
rendimiento de aceite obtenido. Esto se debe, al punto de cruce entre la compleja
interaccion de la presion y la temperatura, donde solo se refuerza el hecho de que la
presion es la variable que tiene un efecto significativo sobre el rendimiento de
extraccion, dichos autores reportaron 13,94 % de rendimiento, inferior a lo obtenido
en el presente estudio. Segun Natolino y Da Porto (2019) un aumento de la
temperatura de 40 °C a 60 °C y de la presion hasta 320 bar, conduce al rendimiento
de extraccion de 0,12 g de aceite/ g de sdlido insoluble a 0,18 g de aceite/g de solido

insoluble. Esto indica que la presion de vapor de soluto juega un papel dominante en



62

la densidad de CO2, finalmente segun lo reportado a partir de 280 bar podria darse
la presion de cruce a la cual cambia el efecto de la temperatura sobre la solubilidad
del CO2 pues ademéas es donde convergen los rendimientos isotérmicos. Las
temperaturas en manejo oscilan entre los 40 y 60 °C, viéndose directamente
afectadas en su comportamiento por la presioén. Ozkal, Yener, y Bayindirli, (2006)
informaron también sobre el punto de cruce de la presion en la extraccion de aceite
de albaricoque entre 200 y 300 bar, Xu, H., et al., (2008) a aproximadamente 300 bar

para el aceite de espino amarillo; Jokic et al., (2013) a 250 bar para el aceite de soja.

Por otro lado, respecto al modelamiento matematico, Liu et al., (2009)
realizaron mediante regresion de coeficientes, la determinacion de la ecuacion de
optimizacion, lo que les permitié obtener una prediccion en el rendimiento esperado,
el cual fue de 15,63 % en base seca bajo la condicion de presion 379 bar y
temperatura 47,0 °C y con una tasa de flujo de CO2 de 21,3 L/h. En el presente
estudio también se hizo una ecuacion de optimizacion para predecir el rendimiento

esperado, el cual se podria ser hasta de 27,7 %.

También Ahangari y Sargolzaei (2011) sefialan que con extracciones de
diéxido de carbono, a mayor presion tienen un efecto positivo, pero asi mismo, en
aumento de la temperatura se tuvo un efecto negativo en el rendimiento de extraccion
por la disminucién de la densidad y por ende la disminucién del poder de disolucién,
pero la viscosidad al disminuir en la misma linea secuencial de comportamiento tiene
mayor capacidad de movimiento para transportar los solutos. El autor también reporta
el rendimiento de extraccién y la composicién del aceite. Los experimentos de
extraccion que realizé con sc — CO, y hexano por el método Soxhlet fueron con la
finalidad de comparar rendimiento de extraccién. En soxhlet, este fue de 22,31 % p /
p. Mientras que con sc — C0,, de 13,06 % p/p, inferior al rendimiento obtenido en el
presente estudio, donde también se realizé extraccion en equipo soxhlet (ver anexos
1, figura 32) que se realiz6 con la misma intencion de comparar y tener una referencia

para el rendimiento, el cual fue de 18,53 % en 7 h de extraccion.

Las condiciones de extraccion se establecieron teniendo en cuenta algunos
estudios relacionados con la extraccion de aceites de semillas de frutas (Cardoso,
R., Rossi, M., Gimenez, L., Jagadevan, S., Machado Giufrida, 2013; Liu et al., 2009).
El tiempo de extraccion se fij6 en 300 min, ya que bajo este tiempo se alcanza una
cantidad aceptable de aceite sin tener un gasto excesivo de CO2. El flujo se estimé
en ~4,05 kg/h, obteniendo una relacion disolvente/materia o solvent/feed en inglés

S/F de ~20 Kg/35 g, que dependera de la presion y la densidad correspondiente del
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CO2 (Kg CO2/g semilla), cuyo valor, se encuentra dentro del rango recomendado en
literatura (Ibafiez, E., Hurtado Benavides, A.; Sefiorans, 2002; Pereira de Melo, lllana
y Carvalho, Eliane y Filho, 2014).

El perfil de acidos grasos del PSO presentado en las muestras GCC1, 2y 3
es similar a lo reportado por Abbasi, Rezaei, y Rashidi, (2008) y Ahangari y
Sargolzaei, (2012); encontrando al acido punico (C18:3) como acido graso
mayoritario, seguido del acido esteéarico (C18:0), palmitico (C16:0), oleico (C18:1),
lignocérico (C24:0), araquidico (C20:0), el acido linoleico (C18:2) y behénico (C22:0);

este Ultimo en menor proporcion.

Del mismo modo Liu et al., (2009) a condiciones de extraccion supercritica de
300 bar; 50 °C; 15 L/h, report6 al acido punico, linoleico, oleico, palmitico, estearico,
araquidico, gadoleico y palmitoleico; estos dos ultimos no fueron encontrados en el
presente estudio, pero cabe mencionar que el autor los encuentra en menor
proporcion sobre su perfil presentado. En cuanto al porcentaje de acido punico (Tabla
14) encontrado, este estudio presenta valores, que oscilan por encima del 59 %.
Inferior a lo reportado en el presente estudio que fue del 83-86 %. Entre estos valores
esta lo reportado por Verardo et al. (2014), con un porcentaje de acido punico del
rango de 74 a 85 %, ademas de tros acidos grasos como el acido oleico, linoleico y
palmitico. Natolino y Da Porto (2019) A su vez reporté un 85,4 % de acido punico,

valor similar al encontrado en el presente estudio.

En cuanto a los tocoferoles (Tabla 16) segun el area representada en porcentaje, el
compuesto mayoritario fue el Gamma tocoferol con un 22,5959 %, porcentaje menor
al reportado por Verardo et al., (2014), que encontré entre 87,9 a 95,0 % del total de
tocoferoles para el y-tocoferol ademés del campesterol, estigmasterol y sitosterol;
similar del contenido de tocoferoles encontrados en el presente estudio, donde
también Liu et al., (2009), reportaron al y-tocoferol como el mas predominante en el
PSO.

Durdevi¢ et al., (2017) realizé pretratamiento con microondas para romper la
estructura molecular y facilitar la accion de los solventes de extraccion en las semillas
de granada obteniendo un rendimiento del 27,2 % con una potencia de 250 W durante

6 min. Aumentando la eficiencia de la extraccién considerablemente.
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CONCLUSIONES

Se estudio la operacién de extraccién usando los parametros de temperatura
en 40 °C,50°Cy60 °Cyeltiempo enintervalos de 1 a 5 h a presién constante
de 320 con la finalidad de optimizar el rendimiento de extraccion; los valores
fueron fijados mediante un disefio central compuesto rotacional que generé

un total de 13 experimentos.

El mayor rendimiento de extraccion se produjo al aplicar los pardmetros de
temperatura de 60 °C y una presion de 320 bar a un flujo de ~4,05 kg/h.

Resultando un porcentaje de extraccion de PSO del 19,53 %.

Se determind la ecuacion del modelo matemético para optimizar el proceso
de extraccion. Esta permite predecir un maximo de extraccion de 27,7%
cuando la temperatura esta sobre los 60 °C y el tiempo fluctia entre 5y 6 h.
En el perfil de acidos grasos el compuesto mayoritario fue el acido punico o
acido Linolénico n5 (86.97+0.30 %) acido oleico (5.41+0.11 %), acido
estedrico (3.47+0.10 %), acido palmitico (2.02+0.13 %), &cido araquidico
(0.75+0.18 %), acido y linolénico (0.7440.03 %) y en menor proporcion al
acido linoleico (0.30+0.13 %), &cido behénico (0,24 %) y el acido
heptadecanoico (0,09 %). En cuanto al contenido de tocoferoles y esteroles,
el compuesto mayoritario fue el y tocoferol (22,5959 %), y y B sitoesterol
(17,2797 %), el campesterol y y ergostenol (4,0219 %), estigmasterol (2,9169
%) y la vitamina E (2,0438 %). Destaca la presencia de escualeno con 46,

2937 % como precursor principal de los tocoferoles.
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RECOMENDACIONES

¢ Se recomienda que las semillas deben ser lavadas (no deben contener rastros
de arilo), y secadas aproximadamente a 40 °C durante 10 horas para
aumentar el rendimiento de extraccion real y determinar los biocompuestos
de interés presentes sin interferencia de otros compuestos que pudiesen
existir en el arilo, los cuales se degradan por actividad enzimatica de la

fosfolipasa, que genera oxidacion lipidica en las semillas.

e Debe realizarse un andlisis de materia insaponificable en el extracto de aceite
para obtener un rendimiento mas exacto en cuanto al resultado de acidos

grasos.

e Se recomienda considerar el efecto de las propiedades fisicoquimicas de
densidad y viscosidad en la extraccibn supercritica de acuerdo a los

pardmetros establecidos de temperatura y presion del sc — CO,.

e El escualeno como precursor de los tocoferoles, presenté un alto porcentaje
en el PSO, lo cual supone un estudio para futuras investigaciones

relacionadas a este compuesto.

e La aplicacion de pretratamientos en la matriz vegetal, como el uso de
microondas o ultrasonido, puede resultar en un mayor rendimiento en la

obtencion de biocompuestos.
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ANEXOS 1

ACONDICIONAMIENTO DE LA MATERIA PRIMA

Figura 23. Granada Wonderful de Ite Figura 24. Acondimiento de MP.
(Distrito).

Figura 25. Arilos de granada. Figura 26. Secado en bandejas de

semillas de granada.
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Figura 27. Semillas de granada sin Figura 28. Estufa de secado.

arilo.

Figura 29. Semillas de granada Figura 30. Semillas de granada

limpias y secas. molidas y pesadas en papel filtro.
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EXTRACCION EN EQUIPO SOXHLET

Figura 31. Extraccion Soxhlet. Figura 32. Aceite de semilla de
granada obtenido por

método Soxhlet.

EXTRACCION SUPERCRITICA

Figura 33. Tanque de CO2. Figura  34. Bombas de

circulacion de CO2
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Figura 35. Equipo de extraccion Figura 36. Véalvula de expansién
supercritica (adaptado) para 50 g de del CO2 a temperatura 6ptima
muestra. y mandmetro.

Figura 37. Termometro tipo K/J Figura 38. Celda de extraccion con

EXTECH. aislamiento integrado.
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Figura 39. Aceite de semilla de Figura 40. Cromatégrafo MSD —

granada obtenido por sc — CO, Mass Selective Detection.
con SFE.
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ANEXO 2
BALANCE DE MATERIA
Calculo de rendimiento esperado de aceite por distribucién porcentual
Total del peso de fruta: 56,42 kg — 100 %

Peso de las cdscaras y membranas carpelares: 20,58 kg — representa el 50 %

Peso de la matriz vegetal y semillas — 50 %
Peso de arilos y semillas sin prensar: 35,84 kg — representa el 40 %
Peso de solo semillas: 10,78 kg — representa el 10 %

Segun la bibliografia referida por diversos autores, el rendimiento de aceite de
semilla de granada oscila entre el 12-20 %. Por lo tanto, se obtiene 1,2 % de aceite de
semilla de granada por kg de fruta, eso equivale aproximadamente entre 12 y 20 g de
aceite de semilla de granada por kg de fruta.

Peso de las semillas limpias y secas: 5,1769 kg del peso de la fruta total.

> En el presente estudio se obtuvo como rendimiento mayor el 19,53 % de aceite
de semilla de granada.

Valvula de control de
presion

~35 g de semillas de o
granada Wonderful =~ —= % Separador

LA

P é)})- J = ~550g de aceite de

e Wonderful
Bomba de
Celda de co?2

extracciéon

Aproximadamente 30 g de semilla de granada quedaron luego de 5 h de

extraccion, hasta que la curva exponencial se detuvo y con ella el aceite en obtencid.

semillas de granada
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MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES E METODOLOGIA
INDICADORES
. (Es posible extraer Extraer de forma sucesiva
biocompuestos lipidicos a y exhaustiva de semillas HIPOTESIS GENERAL VARIABLE TIPO DE INVESTIGACION
partir de semillas de de granada, de INDEPENDIENTE
granada, tales como, &cidos compuestos  bioactivos El empleo de sc- CO; Experimental
grasos, tocoferoles y tales como, 4cidos grasos, | favorece la  extraccion  de | Parametros de control en el
esteroles, mediante la tocoferoles y esteroles, | biocompuestos lipidicos asociados | proceso  de  extraccion DISENO DE INVESTIGACION
tecnologia supercritica con mediante tecnologia | al aceite de semilla de granada. exhaustiva.
COz? supercritica con CO;. e  Temperatura, Disefio Central Compuesto Rotacional
HIPOTESIS ESPECIFICA tiempo y presion (DCCR) con 2 ~ 2 + estrella o 2k con 5
PROBLEMAS ESPECIFICOS OBJETIVOS ESPECIFICOS puntos factoria|es’ 5 puntos estrellas y 5
H1: En la extraccion con sc- Se encontrd los siguientes | repeticiones en el punto central para un total
e  ;Cudles son los parametros e  Determinar los parametros | CO2 de biocompuestos activos de pardmetros a controlar en | de 13 experimentos en el software
en; temperatura, presion y de temperatura, presion y | matrices vegetales, se favorecera su obtencién: temperatura | estadistico MINITAB 18. Los niveles de
proporcién de solvente sc- proporcion de solvente sc- | la extraccion de compuestos no (°C), presion (bar) y | extraccion de aceite de semillas de granada
CO, a emplear para CO, a emplear para | polares como aceites, pero proporcion del solvente | se llevé a cabo en unrango de temperaturas
optimizar el proceso? optimizar el proceso. también se extraeran compuestos sc- CO, (Kg de CO./g de | entre 40, 50y 60 °C, a presion constante de
e  ;Cudl es el rendimiento que e Determinar el rendimiento | solubles en ese aceite. Asi mismo muestra insoluble). Este | 320 bary un tiempo entre 60 y 300 minutos,
se obtiene mediante el de aceite mediante un | el rendimiento de extraccion se Gltimo esta determinado | utilizando un flujo de ~4,05 kg/h de CO,.
método de extraccion método de extraccion | vera sujeto a las variables de por el caudal de CO; en
dindmica de biocompuestos dindmica de | temperatura, presion y caudal ml/min.
a partir de las semillas de biocompuestos a partir de | segun los tratamientos planteados
granada? las semillas de granada. en el disefio experimental. VARIABLE
e  ;/Qué metodologia permite e Analizar las muestras de
realizar el andlisis de las compuestos  bioactivos DEPENDIENTE
muestras de compuestos para I_a [qentificacién y Rendimiento (g de aceite/ g de
bloacp\_/os,_s’u identificacion y cu_antmcauon de los muestra) y  andlisis  de
cuantificacion? _ MISMOS. extractos de interés obtenidos
e  (Qué caracteristicas tienen e  Determinar las mediante curvas y superficie
las curvas de extraccion caracteristicas tienen las respuesta.
segin los grupos de curvas de  extraccion
biocompuestos lipidicos? segin los grupos de
biocompuestos lipidicos.




