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GLOSARIO

AIRE INTERSTICIAL: se refiere a los espacios de aire que se generan dentro del
material cuando éste se almacena o se apila. Este aire circundante entre los granos
y semillas, posee una determinada temperatura y humedad relativa que afectan el
almacenamiento de materiales sélidos?.

COMPUESTOS BIOACTIVOS: corresponden a aquellas sustancias o componentes
presentes en alimentos de origen vegetal, que influyen en los mecanismos
fisiologicos y la actividad celular del organismo humano. Los compuestos bioactivos
se caracterizan por tener efectos benéficos sobre la salud?.

CONSTANTE DIELECTRICA: es la capacidad de un material para almacenar
energia de microondas?®.

FACTOR DE PERDIDA DIELECTRICA: es la capacidad de un material para disipar
la energia de microondas en calor*.

ELECTROFORESIS: es un método utilizado en la separacion de moléculas de
acuerdo a su movilidad en un campo eléctrico. Dependiendo de la técnica que se
use la separacion se realiza en funcion de la carga eléctrica y de los tamafos
moleculares®.

ELUCION: este término implica el transporte de un componente a lo largo de la
columna cromatogréfica, por adicion continua de un eluyente también denominado
fase movil; sucesivas adiciones de este Ultimo, permiten que el analito descienda a
través de la columna mediante transferencias entre la fase estacionaria y la fase
movil®.

1 PRODUCCIO AGRARIA ECOLOGICA. El almacenaje de grano en produccién agraria ecoldgica. En: PAE
[sitio web]. Espafia: Generalidad de Catalufia. [Consultado: 24 agosto 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://pae.gencat.cat/web/.content/al_alimentacio/al01_pae/05_publicacions_material_referencia/arxius/fichapa
e23_almacenajegranopae.pdf

2 MARTINEZ, Cristina y CARBAJAL, Angeles. Componentes bioactivos de los alimentos. En: Kelloggs [sitio
web]. Europa: Manual practico de nutricion y salud — Kelloggs. [Consultado: 24 agosto 2019]. Archivo pdf.
Disponible en:
https://www.kelloggs.es/content/dam/europe/kelloggs_es/images/nutrition/PDF/Manual_Nutricion_Kelloggs_Ca
pitulo_02.2.pdf

3 SUMNU, Gulim y SAHIN, Serpil. Recent Developments in Microwave Heating [en linea]. En: SUN, Da-Wen.
Emerging Technologies for Food Processing. Ankara (Turquia): Elsevier, 2005. p. 420. [Consultado: 09 febrero
2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/B978-012676757-5/50018-9

4 SUMNU. Op. cit., p. 420.

5 MORALES, lllan. Electroforesis. En: Departamento de programas audiovisuales. [sitio web]. México:
Universidad Nacional Auténoma de México. [Consultado: 27 agosto 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/Exposicion_electroforesis_5087.pdf

6 UNIVERSIDAD DE JAEN. Tema 6: Técnicas Cromatograficas. En: UJA [sitio web]. Espafia: Universidad de
Jaen [Consultado: 26 de Agosto de 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://www4.ujaen.es/~mjayora/docencia_archivos/Quimica%?20analitica%20ambiental/Tema6.pdf
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http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/Exposicion_electroforesis_5087.pdf

FLUIDEZ: representa la calidad del movimiento de los solidos o granos; su
determinacion resulta Gtil en el disefio de conductos por gravedad ya que influye en
la velocidad a la que puede llegar el material y, por consiguiente, la fuerza de
impacto o choque. La fluidez esta relacionada con otras propiedades como el angulo
de reposo’.

MATRIZ ALIMENTARIA: puede definirse como el conjunto de constituyentes
especificos de alimentos, capaces de interactuar entre ellos y proporcionar
comportamientos o funcionalidades que difieren a los exhibidos por los
componentes en un estado aislado o libre; el término matriz es usualmente utilizado
como sinénimo de alimento o para denotar su composicién®.

RAZA: es un conjunto de poblaciones fenotipicamente similares de una especie que
habitan una subdivisién geografica®.

TIEMPO DE RETENCION: en cromatografia liquida y gaseosa, se refiere al tiempo
trascurrido entre el momento en el que se introduce la muestra en la columna
cromatografica, y el instante en el que el analito de interés alcanza la sefial maxima
en el detector!®, El tiempo de retencién también se puede definir como el periodo
que tarda un compuesto en dejar el sistema cromatografico'!.

7 IXTAINA, Vanesa. Caracterizacion de la semilla y el aceite de chia (Salvia hispanica L.) obtenido mediante
distintos procesos, aplicacion en tecnologia de alimentos. Trabajo de Tesis doctoral. Universidad Nacional de
La Plata, 2010. p. 23. [Consultado: 02 junio 2019]. Disponible en: http://sedici.unlp.edu.ar/handle/10915/2679

8 AGUILERA, José. The food matrix: implications in processing, nutrition and health [en linea]. En: Journal
Critical Reviews in Food Science and Nutrition. Septiembre, 2018, p. 1-2. [Consultado: 25 agosto 2019].
Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30040431

9 ECURED. Raza [en linea]. [Consultado: 26 agosto 2019]. Disponible en: https://www.ecured.cu/Raza

10 UNIVERSIDAD DE JAEN. Op. cit., p. 4

11 UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA. Separaciones por cromatografia. En: ULPGC [sitio
web]. Espafia: Universidad de las Palmas de Gran Canaria. [Consultado: 26 agosto 2019]. Archivo pdf.
Disponible en:
https://www?2.ulpgc.es/hege/almacen/download/39/39360/separaciones_por_cromatografia_1.pdf
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RESUMEN

Con el fin de realizar la extraccion de fitoesteroles a partir de las semillas de
aguacate (Persea americana Mill. Var Hass), se realizd en primera instancia una
busqueda bibliografica respecto a las condiciones de operacion para la extraccion
de aceite de la semilla mencionada utilizando tres metodologias: extraccion soxhlet,
extraccion asistida con ultrasonido y extraccion asistida con microondas, éste pre-
experimento se realizé teniendo en cuenta que la estabilidad del aceite, el valor
nutritivo del mismo y por consiguiente el perfil de fitoesteroles, depende no solo de
los factores ambientales y genéticos del cultivo del fruto sino también del proceso
extractivo utilizado; la revision en la literatura permitio establecer las condiciones
adecuadas para las metodologias mencionadas utilizando un solvente amigable con
el medio ambiente, como lo es el etanol. Sin embargo, segun la seleccién de
parametros realizada, los ensayos para las metodologias de ultrasonido y
microondas fueron poco reproducibles con cantidades casi nulas de aceite, por lo
que la técnica seleccionada correspondié a soxhlet, con la cual se obtuvo un
rendimiento de aceite del 10,623% a partir de 25 g de semilla molida, empleando
una proporcion muestra: solvente equivalente a 1:10, una temperatura de 70°C, un
tiempo de extraccion de 6 horas y un tamafio de particula de 0,59436 mm (malla
No. 30).

Adicionalmente, se realizé un experimento con el fin de evaluar el efecto del tamafio
de particula en el rendimiento de extraccion, encontrando un maximo de 14,55%
cuando se utiliza un tamafio de particula equivalente a 0,4191 mm (malla No, 40),
el rendimiento se redujo en un 6,32% cuando se utilizé un tamafio de 0,1499 mm
(malla No. 100), se estima que estos resultados pueden deberse a las
aglomeraciones formadas en el material particulado debido a la cohesion que
presentan las particulas cuando poseen tamafios muy pequefios.

El aceite obtenido mediante soxhlet, se someti a analisis fisicoquimico, de manera

que pudiera asegurarse y estudiarse la identidad de ésta sustancia oleosa, los
valores obtenidos corresponden a: 0,9152 g/mL para la densidad; 1,4661 para el
indice de refraccion; 152,4456 mg KOH/g para el indice de saponificacién; 94,3905
cg l/g para el indice de yodo; 17,3771 mEqg/kg para el indice de peréxidos; 4,2797
mg KOH/g para el indice de acidez y 86,8665 g/kg para la materia insaponificable.
Los resultados permitieron confirmar la identidad y pureza del aceite obtenido a
partir de la semilla de aguacate variedad Hass, asi como la sensibilidad de la
sustancia oleosa a sufrir reacciones de oxidacion debido a que contiene varias
instauraciones en su estructura.

Finalmente, se cuantificaron la cantidad de fitoesteroles obtenidos a partir de la
concentracion de la materia insaponificable obtenida del aceite de semilla de
aguacate, alcanzando resultados de 158.87 mg/kg de aceite para el B-sitoesterol y
7.3 mg/kg de aceite para el Estigmasterol; las condiciones a las cuales se realiz6 la
separacion y cuantificacion de esteroles, fueron comparadas con la busqueda
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bibliografica realizada para la determinacion de estos compuestos bioactivos.
Teniendo en cuenta los valores mencionados, el rendimiento del proceso para la
separacion de fitoesteroles partiendo de la semilla del aguacate es de 0.5777 mg
de B-sitoesterol/g aceite y 0.0265 mg de Estigmasterol/g de aceite.

Palabras clave: Extraccion, aceite, soxhlet, microondas, ultrasonido, fitoesteroles,
materia insaponificable.
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INTRODUCCION

El aguacate es una de las frutas mas importantes que se cultiva en Colombia segun
FAOSTAT 2017, el fruto de aguacate obtuvo una produccion de 403,184 toneladas
procedente de las distintas variedades cultivadas, ubicandose como cuarto pais
productor y tercero en relacion al area cosechada. Asi mismo, el pais registra una
participacion del 6% del area mundial con 34,114 hectareas, siendo el departamento
del Tolima el principal productor con 66,471 toneladas seguido de los
departamentos de Caldas, Antioquia, Santander, Bolivar, Quindio, Cesar, Valle del
Cauca y Risaralda que representan en conjunto el 86% del total de area sembrada
del pais!?.

Entre las diferentes variedades que existen de este fruto, el aguacate Hass se
cultiva comunmente debido a su considerable vida Util y demanda en los mercados
extranjeros, siendo también la variedad con mayor contenido de aceite. No obstante,
es importante entender que solo se consume la pulpa del fruto; la semilla del
aguacate que representa aproximadamente el 13% del peso de la fruta, se
considera un residuo agricola que contiene compuestos valiosos como &acidos
grasos, polifenoles, esteroides y antioxidantes, los cuales podrian ganar relevancia
en las industrias de alimentos, cosmética, farmacéutica y de biocombustibles.
Estudios revelaron que las semillas de aguacate Hass se pueden usar como
biopolimero natural, asi mismo, hay varios informes disponibles que confirman la
presencia de compuestos lipidicos. Por otra parte, también se reportan estudios
sobre la utilizacion de semillas de aguacate carbonizado como un adsorbente y que
podrian utilizarse para eliminar el fenol de las aguas residuales®.

En Colombia, aproximadamente el 62% (6,1 millones de toneladas al afo) de los
residuos que se pierde y se desperdicia pertenecen a frutas y verdurast4que, si no
se descartan adecuadamente, suponen un serio problema en cuanto a su
disposicion final y pueden promover la contaminacion a fuentes hidricas, molestias
por malos olores, propagacion de roedores y otras plagas. Adicionalmente, la
utilizacién completa de las frutas podria llevar a la agroindustria a producir menos
residuos, aumentando la rentabilidad industrial, por lo tanto, explotar el contenido
fitoquimico de estos residuos puede promover la generacion de nuevos productos
con un valor agregado tales como alimentos fortificados, ingredientes alimentarios;

12 GRANADOS, William y VALENCIA, Jenny. Cadena de aguacate (Indicadores e instrumentos). Agosto 2018.
En: La Republica. [sitio web]. Colombia. [Consultado: 04 febrero 2019]. Archivo PDF. Disponible en:
https://imgcdn.larepublica.co/cms/2018/09/26180443/Aguacate.pdf?w=auto

13 AVHAD, M. R. y MARCHETTI, J. M. Temperature and pretreatment effects on the drying of Hass avocado
seeds [en linea]. En: Biomass and Bioenergy. Diciembre, 2015, vol. 83, p. 467-473. ISSN: 0961-9534.
[Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2015.10.028

14 CONGRESO INTERNACIONAL AmITC 2017. En: (6-8, septiembre, 2017: Popayan, Colombia). Estado actual
de los desperdicios de frutas y verduras en Colombia. Popayan: Universidad Tecnoldgica de Pereira, 2017. p.
194-208. [Consultado: 04 febrero 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
revistas.utp.ac.pa/index.php/memoutp/article/download/1493/2174
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colorantes, emulsificantes, saborizantes entre otros; la generacion de éstos
productos a partir de la utilizacion de residuos agroindustriales, puede aportar a la
solucion de problemas ambientales que es uno de los mayores retos que enfrenta
hoy el mundo®®.

Por esto, la recuperacion de compuestos bioactivos de diversos materiales de
desperdicio ha sido el foco principal de muchos estudios cientificos. En comparacion
con otras frutas, el aguacate contiene una gran cantidad de esteroles que se extraen
junto con otros componentes insaponificables del aceite como los tocoferoles,
luteina y vitaminas. La concentracion de esteroles en el aceite de aguacate es de
alrededor de 3.3 mg / g de aceite, con hasta 4.5 mg / g de aceite en algunos casos
(siendo el principal compuesto S-sitosterol), contenidos significativamente mayores
gue los del aceite de oliva. Los esteroles vegetales o fitoesteroles, son compuestos
triterpenos, similares en estructura al colesterol que se encuentran principalmente
en aceites vegetales, semillas oleaginosas, cereales, legumbres y frutos secos que
tienen beneficios saludables, como la disminucion del colesterol LDL (Lipoproteina
de baja densidad); ademas, poseen propiedades anticancerigenas,
antiinflamatorias, bactericidas y fungicidas. Algunos estudios han demostrado que
los fitoesteroles pueden tener un efecto protector en los aceites calentados a
temperaturas de fritura'®.

Considerando que actualmente existen pocos estudios elaborados con
subproductos de aguacate y que el informe de articulos existentes, trabaja con
solventes no permitidos por las autoridades farmacéuticas y de alimentos como el
metanol o el hexano'’, se decide realizar una investigaciéon basada en un solvente
verde utilizando tres tecnologias de extraccién, esto representa una alternativa de
aprovechamiento para los residuos generados por las industrias de aguacate, que
fomenta la posibilidad de extraer biomoléculas funcionales como los fitoesteroles
gue conforme a la informacién de Grand View Research, inc., el mercado mundial
de fitoesteroles crecerd a una tasa anual prevista de 7,2% entre 2014 y 20208
debido a su aplicacién en nutracéuticos y alimentos funcionales; es por esto que a
partir de residuos agroindustriales, especificamente la semilla del aguacate
variedad Hass, se establece este proyecto como un punto de partida para nuevas
investigaciones relacionadas con el uso de residuos como materias primas
aplicables al entorno colombiano mediante el desarrollo de procesos
biotecnolégicos.

15 MELGAR, Bruno, et al. Bioactive characterization of Persea americana Mill. by-products: A rich source of
inherent antioxidants [en linea]. En: Industrial Crops & Products. Enero, 2018, vol. 111, p. 212-218. [Consultado:
04 febrero 2019]. ISSN. 0926-6690. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2017.10.024

16 BERASATEGI, Izaskun; BARRIUSO, Blanca y ANSORENA, Diana. Stability of avocado oil during heating:
Comparative study to olive oil [en linea]. En: Food Chemistry. Mayo, 2012, vol. 132, no. 1, p. 439-446.
[Consultado: 04 febrero 2019]. ISSN. 0308-8146. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2011.11.018
17 MELGAR. Op. cit., p. 212-218.

18 GRAND VIEW RESEARCH, INC. Phytosterols market to grow at 7.2% CAGR from 2014 to 2020. [en lineal].
[Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible en: https://www.grandviewresearch.com/press-release/global-
phytosterols-market
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar un proceso para la obtencion de Fitoesteroles partiendo de la semilla del
aguacate (Persea americana Mill. Var Hass) a nivel de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar los parametros y las condiciones de operacion para la extraccion del
aceite de la semilla del aguacate (Persea americana Mill. Var Hass).

e Extraer el aceite de la semilla del aguacate (Persea americana Mill. Var Hass).
e Seleccionar los parametros y las condiciones de operacion para la separacion
de los fitoesteroles partiendo del aceite de aguacate (Persea americana Mill. Var

Hass).

e Establecer el rendimiento de la separacion de los fitoesteroles partiendo del
aceite de aguacate (Persea americana Mill. Var Hass).
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1. MARCO TEORICO

Debido a que el actual proyecto, se fundamenta en la extraccion de compuestos
bioactivos (fitoesteroles) a partir de la semilla del aguacate, es necesario profundizar
en la fuente que proporciona este residuo agroindustrial, de manera tal que pueda
conocerse de forma integral el fruto y otras actividades como su produccion. El
estudio del cultivo de aguacate permite estimar la cantidad de perdidas o
despérdicos que pueden producirse durante las etapas que involucran el manejo de
la fruta, datos que reflejan el uso potencia de estos desechos y en consecuencia, la
importancia de tratarlos generando nuevos productos que posean un valor
agregado.

1.1 GENERALIDADES DEL AGUACATE

El aguacate (Persea americana Mill.) es un arbol frutal originario de Guatemala,
México y parte de Centro América, pero actualmente se cultiva en todo el mundo®®.
Antiguos asentamientos humanos en el valle de Tehuacan sugieren que el aguacate
podria haber sido utilizado desde 7000 — 8000 a.C. y posiblemente domesticado al
menos 5000 a.C. por grupos mesoamericanos?°. El nombre se deriva de la palabra
azteca nahuatl, ahuacatl, que significa "testiculo”, una referencia a la forma de la
fruta, considerada para los aztecas como la fruta de la fertilidad?!.

El ciclo de vida del aguacate es largo, un arbol de 1 a 4 afios se considera joven, de
8 afos en adelante se considera adulto y completamente productivo, un periodo que
puede extenderse por mas de 20 o 25 afios. Tiene un crecimiento y desarrollo
variable, alcanzando alturas de 15 a 30 m. Ademas, es un arbol productivo que
entrega fruta durante todo el afio. Los dos periodos de cosecha se clasifican como
maximo y minimo?2.

En la actualidad la demanda de aguacate esta creciendo rapidamente debido a su
valor nutricional, lo que ha permitido un aumento en su consumo?. Los principales

19 RESTREPO, Ana, et al. Comparacion del aceite de aguacate variedad Hass cultivado en Colombia, obtenido
por fluidos supercriticos y métodos convencionales: una perspectiva desde la calidad [en linea]. En: Revista
Lasallista de investigacion. Noviembre, 2012, vol. 9, no. 2, p. 152. [Consultado: 13 septiembre 2018]. Disponible
en: http://www.scielo.org.co/pdf/rlsi/lvOn2/v9n2a16.pdf

20 AYALA, Tomas y LEDESMA, Noris. Avocado History, Biodiversity and Production [en linea]. En: NANDWANI,
Dilip. Sustainable Horticultural Systems. Alemania: Springer, 2014, p.157. [Consultado: 18 abril 2019].
Disponible en: https://doi.org/10.1007/978-3-319-06904-3_8. ISBN 978-3-319-06904-3.

21 HURTADO, Elena; FERNANDEZ, Alberto y CARRASCO, Alegria. Avocado fruit — Persea americana. [en
linea]. En: RODRIGUES, Sueli, DE OLIVEIRA SILVA, Ebenezer y SOUSA DE BRITO, Edy. Exotic Fruits
Reference Guide. Londres: Academic Press, 2018. p. 37. [Consultado: 13 abril 2019]. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803138-4.00001-0. ISBN: 978-0-12-803138-4.

22 DORANTES, Lidia; PARADA, Lidiay ORTIZ, Alicia. AVOCADO: Post-harvest operations. En: FAO. [sitio web)].
Roma (Italia). [Consultado: 17 abril 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://www.fao.org/fileadmin/user_upload/inpho/docs/Post_Harvest_Compendium_-_Avocado.pdf.

23 ESTRADA, Eliana; CORTES, Misael y CORREA, Guillermo. Stability of a colloidal system based on avocado
(Persea americana Mill. cv. Hass) and others: Effect of process and composition. [en linea]. En: Acta
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productos derivados del aguacate que se comercializan son el aceite, compuesto
mayoritariamente por acidos grasos monoinsaturados y rico en vitaminas A, B, Cy
E?4, empleado como base para productos de untar, principalmente guacamole,
bebidas refrescantes, asi como numerosos usos en la industria cosmética®.

1.1.1 Taxonomia del aguacate. El arbol de aguacate es una planta dicotiledénea
de la orden Ranales y la familia Lauraceae, que esta formada por 50 géneros y
cerca de 3,000 especies?®. Correspondiente al género Persea dividido a su vez en
tres subgéneros diferentes que incluyen mas de 150 especies: Eriodaphne
(alrededor de 70 especies, como P. caerulea, P. indica y P. lingue, entre otras),
Machilus (incluidas alrededor de 80 especies, como P. japonica, P. kobu) y Persea?’
al que se le reconocen tres especies, P. schiedeana Nees, P. parvifolia Williams y
P. americana Mill?®, Estd ultima desarrollo razas ecolégicas o subespecies
(explicadas detalladamente en la seccion 1.1.3), debido al aislamiento geogréfico,
gue no son lo suficientemente diferentes como para ser consideradas especies
separadas, debido a que tienen un genoma muy similar, lo que permite que la
hibridacién entre ellas ocurra facilmente y sus hibridos dispongan de diferentes tipos
de adaptacion a las condiciones climaticas con caracteristicas agrondémicas
mejoradas %°.

La mayoria de las especies dentro del género Persea son nativas de América, las
cuales estan dispersas desde el suroeste de los Estados Unidos hasta Chile. Sin
embargo, desde su habitat natural, se ha extendido por todo el mundo a casi todas
las regiones tropicales y subtropicales del mundo particularmente en Asia, islas
Canarias, Madeira y Azores®.

Agronomica. Julio-Septiembre, 2017, vol. 66, no. 3, p. 339. [Consultado: 09 septiembre 2018]. Disponible en:
http://www.scielo.org.co/pdf/acag/v66n3/0120-2812-acag-66-03-00338.pdf.

24 BUELVAS, G; PATINO, J. y CANO, J. Evaluacién del proceso de extraccién de aceite de aguacate Hass
(Persea americana Mill) utilizando tratamiento enzimatico [en linea]. En: Revista Lasallista de investigacion.
Noviembre, 2012, vol. 9, no. 2, p. 138. [Consultado: 13 septiembre 2018]. Disponible en:
http://www.scielo.org.co/pdf/risiivon2/v9n2al5.pdf.

25 BARBOSA, Enrique, et al. Chemical and technological properties of avocado (Persea americana Mill.) seed
fibrous residues [en linea]. En: Food and Bioproducts Processing. Septiembre, 2016, vol. 100, p. 457-458.
[Consultado: 30 enero 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.fbp.2016.09.006.

26 ASHWORTH, Vanessa; CHEN, Haofeng y CLEGG, Michael. Persea [en linea]. En: KOLE, Chittaranjan. Wild
Crop Relatives: Genomic and Breeding Resources. Tropical and subtropical fruits. Alemania: Springer, 2011. p.
173. [Consultado: 13 abril 2019]. ISBN 978-3-642-20446-3. DOI 10.1007/978-3-642-20447-0.

2T HURTADO. Op. cit., p. 37.

28 AYALA. Op. cit., p. 165.

29 ASHWORTH. Op. cit., p. 173-176.

30 AYALA. Op. cit., p. 165.
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Tabla 1. Clasificacion taxondmica del aguacate.

Reino Vegetal
Division Spermatophyta
Subdivisién Angiospermae
Clase Dicotyledonease
Subclase Dipétala
Orden Ranales
Familia Laureaceae
Género Persea
Especie Persea americana Miller
Variedad Hass

Fuente: POLANIA, Wilson. Actividad antioxidante de los residuos del aguacate Hass
(Persea americana Mill. var Hass) sometidos a extracciones clasicas y a fluidos
presurizados [en linea]. Trabajo de grado. Magister en Ciencias Quimica. Universidad
Nacional de Colombia,

2014. p. 6. [Consultado: 13 septiembre 2018]. Disponible en:
http://www.bdigital.unal.edu.co/49408/1/Tesis%20Maestria%20Wilson%20Polania.pdf

1.1.2 Fisiologia del aguacate. El fruto es una baya, que consiste en una sola
semilla de tamafio mediano, rodeada por una pulpa (mesocarpio) mantecosa de
color amarillo pélido, con pigmentacion verde cerca de la corteza y endocarpio
delgado. La piel (exocarpio) es variable en grosor y textura. El color del fruto
dependiendo la madurez puede ser verde, amarillo-verde, negro, purpura o rojizo.
La forma del fruto suele ser piriforme, ovalada y redonda, puede pesar 2.3 kg, donde
el contenido de aceite varia de 7.8 a 40% sobre una base de peso fresco. La semilla
es redonda, conica u ovoide, de 5-6.4 cm de largo, de color marfil, pero encerrada
en dos capas marrones, delgadas y similares al papel. Las caracteristicas de la fruta
son muy variables, dependiendo de la raza y la variedad3.

31 AYALA. Op. cit., p. 178.
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Imagen 1. Descripcion de las
diferentes partes del fruto de aguacate.

Endocarpio Mesocarpio E;(ocarpio

Pericarpio

Fuente: elaboraciéon propia, con base
en HURTADO, Elena; FERNANDEZ,
Alberto y CARRASCO, Alegria.
Avocado fruit — Persea americana. [en
linea]. En: RODRIGUES, Sueli, DE
OLIVEIRA SILVA, Ebenezer y SOUSA
DE BRITO, Edy. Exotic Fruits
Reference Guide. Londres:
ACADEMIC PRESS, 2018. p. 37.
[Consultado: 13 abril 2019]. Disponible
en: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
803138-4.00001-0. ISBN: 978-0-12-
803138-4.

1.1.3 Subespecies del aguacate. Un conjunto de caracteristicas morfologicas y
ecolégicas distinguen cada una de las tres variedades botanicas (también
conocidas como razas ecoldgicas o subespecies), que se han domesticado en
diferentes partes de Mesoamérica. Dentro de la especie Persea americana es
posible diferenciar tres de ellas, estas son la mexicana, guatemalteca y antillana.
Las cuales tienen caracteristicas tipicas en términos de hojas, frutos, periodo de
floracién, etc., que se resumen en el Cuadro 1. Ademas, por lo general, los cultivos
gue crecen en climas tropicales no son los mismos que en las areas subtropicales
ya que presentan caracteristicas muy diferentes entre ellas, como el tamairio, la
formay el color.
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Cuadro 1. Caracteristicas de las Subespecies de aguacate.

Tolerancia

Frutos Hojas

Semilla

Pedunculo

Caracteristicas

Adaptacion (clima)

T minima (°C)
T rango (°C)
Frio
Humedad
Salinidad
Alcalinidad

Origen

Olor a anis
Color de los brotes
Tamarfio
Color (verde)
Tamafio
Peso (g)
Contenido de aceite
Grosor
Tamafo (mm)
Textura

Céascara

Consistencia
Tamafo
Estado

Cotiledones
Tamafio
Longitud (cm)
Diametro (cm)

Forma

Floraciéon a maduracion

Mexicana
Frio

-9
8als
Alta
Baja
Baja
Media

Tierras altas de
México
Si
Verde palido
Pequefia
Oscuro lustroso
Pequefio
200 a 250
Mas alto
Delgada
0,8
Lisa

Suave
Grande
Adherida o suelta

Rugoso
Largo
20a54
0,6 al1,27
Cobnico

5-7 meses

Subespecie
Guatemalteca

Frio moderado a
medio

-45a6
12a22
Media
Media
Media
Baja
Tierras altas de
México y
Guatemala
No
Bronceado

Intermedia

Oscuro lustroso
Variable
200 a 2.300
Bajo
Gruesa
3,0a6,0
Aspera

Lefosa, quebradiza
Pequefia
Adherida

Liso
Corto
0,6a1,8
127al1,8

Cilindrico o cénico

10-18 meses

Antillana
Calido
-2,2a4,0
22 a?28
Baja
Alta

Alta
Alta

Tierras bajas de
América Central y
Suramérica

No
Verde palido
Grande

Claro opaco
Variable
400 a 2.300
Alto
Mediana
15a3,0
Lisa

Flexible
Grande
Suelta

Rugoso
Corto

Cilindrico

6-8 meses

Fuente: DANE. [sitio web]. El cultivo del aguacate (Persea americana Miller.), fruta de extraordinarias
propiedades alimenticias, curativas e industriales (Primera parte). [Consultado: 21 de abril de 2019].
Disponible
https://www.dane.gov.cof/files/investigaciones/agropecuario/sipsa/Bol_Insumos_oct_2015.pdf
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e Subespecie mexicana: La raza mexicana, P. americana var. Drymifolia, se cree
que es la raza primordial del aguacate comercial y aunque no hay variedades
mexicanas puras cultivadas comercialmente, hay dos caracteristicas
importantes que se transmitieron a los hibridos. Estos son la adicion de una
mayor resistencia al frio (—9°C) y que maduran a finales del otofio y principios
del invierno®?. Entre las tres razas, es la que mayor contenido de aceite presenta,
llegando a un 33%, este porcentaje equivale al valor mas alto si se compara con
otros tipos33. Es importante aclarar que, de esta raza, se obtiene una mejor
produccion; sin embargo, es la menos tolerante a la salinidad del suelo. El &rbol
generalmente crece vigorosamente adaptandose a alturas desde los 1.700 hasta
los 2500 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.)%4,

e Subespecie guatemalteca: Se desarrolld en la regibn montafiosa de
Guatemala, nativa de las tierras altas de América Central donde pertenece la P.
nubigena var. Guatemalensis. Una caracteristica de esta raza, es que el tiempo
de madurez del fruto es mucho mas largo, como las variedades Nabal y Reed
que pueden tardar 15 meses o0 mas desde la floracion hasta la madurez®.
Ademas, el arbol se adapta a alturas entre 1000 a 2000 msnm. y se distingue
facilmente del tipo mexicano por la ausencia de anis en las hojas, son menos
tolerables al frio que la raza mexicana y los frutos de este tipo tienen una piel
gruesa que a menudo es lefiosa y quebradiza®®.

e Subespecie antillana: Se cultiva en las tierras bajas y himedas de Guatemala
através de Costa Ricay el norte de América del Sur (Peru, Ecuador y Colombia),
donde la variedad P. americana var. americana predomina adaptandose a
alturas por debajo de los 1000 msnm. Dentro de las caracteristicas de esta raza,
se destaca su sensibilidad al frio y su considerable tolerancia a la salinidad del
suelo; las hojas del fruto no tienen olor a anis, el tamafio del mismo no varia y
sus semillas son relativamente grandes, algunas veces sueltas en la cavidad.
Los frutos de esta subespecie, tienen un contenido relativamente bajo de
aceite®’.

1.1.4 Variedades de aguacate. En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas mas
destacadas de las 15 variedades de aguacate comercialmente establecidas en
Colombia.

32 AYALA. Op. cit., p. 161-162

33 TAMAYO, Alvaro, et al. Tecnologia para el cultivo de aguacate [en linea]. Colombia: Corpoica, 2008. Razas
de aguacate, p. 24. [Consultado: 20 abril 2019]. Disponible en:
https://conectarural.org/sitio/sites/default/files/documentos/tecnologacultivoaguacate.pdf. ISBN. 978-958-8311-
74-6

34 DANE. [sitio web]. El cultivo del aguacate (Persea americana Miller.), fruta de extraordinarias propiedades
alimenticias, curativas e industriales (Primera parte). [Consultado: 21 abril 2019]. Disponible en:
https://www.dane.gov.coffiles/investigaciones/agropecuario/sipsa/Bol_Insumos_oct_2015.pdf

35 AYALA. Op. cit., p. 163

36 TAMAYO. Op. cit., p. 27.

37 |bid., p. 32-33.
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Tabla 2. Caracteristicas de 15 variedades de aguacate en Colombia.

Variedad Altura Peffgtgel Corteza Pulpa Semilla Forma Grasa
(msnm) ) % % % fruto %
Booth 7 0-1200 300-570 10.6 70.5 18.5 Redonda 10.5
Booth 8 0-1800 360-800 12.0 72.5 15.5 Ovoide 9.0
Choquette 0-1500 680-1130 3.0 80.0 17.0 Ovalada 13.0
Collinred 0-1600 500-600 8.0 79.0 13.0 Periforme 5.0
Collinson  0-1200  470-600 5.5 83.0 115 Ovoide- 13.0

Eliptica
Fuerte 1128(())(()) 250-450 11.0 74.0 15.0 Periforme 5.0
1200- Oval-

Hass 2000 170-400 8.5 72.0 11.5 periforme 17.8
Lorena 400-1400 430-750 2.9 87.2 9.9 Oblonga 8.2
Lula 0-1500 400-680 9.5 70.0 20.5 Periforme 7.0
Monroe 800-1600 680-1360 7.7 78.0 14.3 Ovalada 12.0
Ruehle 0-1200 280-570 6.1 81.7 12.2 Periforme 11.7
Santana 0-1400 350-500 8.0 2.0 20.0 Periforme 8.0
Trapica 0-1400 340-680 9.0 71.0 20.0 Cobnica 7.0
Trinidad 0-1500 440-560 9.5 76.1 14.4 Ovoide 15.0
Waldin 0-1200 400-800 8.8 72.3 18.9 Ovalada 10.0

Fuente: AMORTEGUI, Ignacio; CAPERA, Edgar y GODOY, José. El Cultivo de Aguacate. Modulo
Educativo para el Desarrollo Tecnologico de la Comunidad Rural. En: PROHACIENDO. [sitio web].
Tolima. [Consultado: 20 abril 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://bibliotecadigital.agronet.gov.co/bitstream/11348/4911/1/E1%20cultivo%20del%20aguacate. pdf

1.1.5Valor nutritivo del aguacate. Esta fruta es muy apreciada por sus
propiedades organolépticas, nutricionales y medicinales, ademas de ser una
excelente fuente de energia, acidos grasos y vitaminas, considerada un alimento
funcional debido a los efectos beneficiosos probados para la salud humana®. En el
cuadro 2 se muestra la composicion nutricional de 100 g de fruta de aguacate segun
el USDA?® (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos) y el FNIC (Centro
de Informacion de Alimentos y Nutricion).

En general, el contenido de aceite del aguacate aumenta con el proceso de
maduracion, siendo los acidos grasos monoinsaturados los predominantes donde
el &cido oleico es uno de los mas caracteristicos. Otros acidos grasos importantes
de la fruta del aguacate, aunque menos abundantes, son el acido linoleico y
palmitico. Al prestar atencion al resto de los componentes, el nivel de proteina de
aguacate es mas alto que las concentraciones de proteina de otras frutas,
alcanzando valores de alrededor del 2%, mientras que la mayoria de las frutas
presentan un contenido de proteina de alrededor del 1%. El aguacate también es

38 AMORTEGUI, Ignacio; CAPERA, Edgar y GODOY, José. El Cultivo de Aguacate. M6dulo Educativo para el
Desarrollo Tecnoldgico de la Comunidad Rural. En: Prohaciendo. [sitio web]. Tolima. [Consultado: 20 abril 2019].
Archivo pdf. Disponible en:
http://bibliotecadigital.agronet.gov.co/bitstream/11348/4911/1/E1%20cultivo%20del%20aguacate.pdf
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una fuente muy importante de vitaminas E y C, pigmentos (antocianinas, clorofilas
y carotenoides), esteroles, compuestos fendlicos, y azlicares de siete carbonos?.

Cuadro 2. Composicién nutricional de 100 g de fruta de aguacate.

Energia 160 kcal
Agua 73.23 ¢
Proteinas 2.00g
Composicion nutricional Lipidos totales 14.66 g
general
Carbohidratos 8.53 ¢
Fibra dietética total 6.70 g
Azlcar 0.66 g
Acido graso saturado 2.13g
Acidos grasos mﬁﬁfiﬁieiﬁi%is 9.80 g
Acidos grasos insaturados 1,829
Vitamina C (4cido ascérbico) 10.00 mg
Tiamina (B;) 0.07 mg
Riboflavina(B,) 0.13 mg
Niacina (B3) 1.74 mg
Vitaminas Piridoxina (Bg) 0,26 mg
Folato 89 ug
Vitamina A 7 ug
Vitamina E (a — tocoferol) 2.07 mg
Vitamina K (filoquinona) 21 ug
Calcio (Ca) 12 mg
Hierro (Fe) 0.55 mg
Magnesio (Mg) 29 mg
Minerales Fosforo (P) 52 mg
Potasio (K) 485 mg
Sodio (Na) 7 mg
Zinc (Zn) 0.6 mg

Fuente: elaboracién propia, con base en HURTADO, Elena; FERNANDEZ, Alberto y CARRASCO,
Alegria. Avocado fruit — Persea americana. [en linea]. En: RODRIGUES, Sueli, DE OLIVEIRA SILVA,
Ebenezery SOUSA DE BRITO, Edy. Exotic Fruits Reference Guide. Londres: Academic Press, 2018.
p. 41. [Consultado: 13 abril 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-803138-
4.00001-0. ISBN: 978-0-12-803138-4

1.1.6 Aguacate variedad Hass. Esta variedad fue patentada en 1935 por Rudolph
G. Hass, en Habra Heights (California) esta compuesta por 10 a 15% de la raza

40 HURTADO. Op. cit., p. 40-41.
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mexicanay 85 a 90% de la raza guatemalteca*!. Representa mas del 85% de todos
los aguacates cultivados y vendidos en todo el mundo debido a la calidad de sus
frutos, el alto rendimiento de produccion y la capacidad de almacenamiento durante
periodos relativamente largos*?. El aguacate Hass es mas ovalado que otras
variedades, tiene una semilla pequefia que pesa aproximadamente entre 140-340
g, sus frutos tienen una forma ovoide a piriforme y son de tamafio mediano, de 8 a
10 centimetros de largo, con un peso que varia de 150 a 400 gramos, la cascara es
de mediana a gruesa, con una textura rugosa de color verde que se oscurece a
medida que madura, y se vuelve purpura a negro. La pulpa es de color amarillo
cremoso con un contenido de grasa del 17% al 21% y un rico sabor a nuez. Esta
variedad se adapta al clima frio moderado, entre 1,800 y 2,600 m.s.n.m.*3, También
tiene varias deficiencias, entre las que se encuentran la sensibilidad a la baja
humedad ambiental, el frio, la sequia y la salinidad**.

Imagen 2. Aguacate variedad Hass.

HASS

Fuente: CHAPARRO, Maria. Aguacate (Persea
americana Mill). En: CENICAFE. [sitio web].
Colombia. [Consultado: 24 febrero 2019]. Archivo
pdf. Disponible en:
http://biblioteca.cenicafe.org/bitstream/10778/828
/19/Aguacate.pdf

1.1.7 Madurez del aguacate. Una de las caracteristicas mas notables de los
aguacates, en comparacion con otras frutas, es que no maduran en el arbol, el
proceso de maduracion ocurre después de la cosecha, y puede tomar desde unos
pocos dias hasta una semana (dependiendo de la variedad de aguacate, la
temperatura de almacenamiento y el grado de madurez). Como se vio
anteriormente, los aguacates se clasifican en tres razas ecoldgicas: mexicana,
guatemalteca y antillana; Cada una exhibe una temporada de cosecha especifica.
En términos del tiempo de madurez (el tiempo entre la temporada de floracion y la

41 TAMAYO. Op. cit., p. 29.
42 AYALA. Op. cit., p. 185.
43 TAMAYO. Op. cit., p. 29.
44 AYALA. Op. cit., p. 185.
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cosecha), la raza guatemalteca requiere el periodo mas largo (10 a 18 meses),
seguida de la raza antillana (6 a 8 meses) y mexicanas (5 a 7 meses)*®.

1.1.8 Situacion actual del aguacate en Colombia. En las ultimas décadas, la
demanda de esta fruta se ha incrementado considerablemente en varios mercados,
lo que ha provocado un aumento significativo en el area sembrada (69 mil
hectareas) y en el volumen de aguacates destinados a la exportacion. En el afio
2017 alcanzaron 28 mil toneladas con un valor aproximado de USD 53 millones,
destinados a paises como Reino Unido, Espafia y los Paises Bajos, lo que puede
explicarse considerando que reexportan un porcentaje significativo de sus
importaciones de aguacate a otros paises de la Unién Europea?.

Se estima que en el pais existe alrededor de 13.000 productores cuya principal
actividad econdmica es el cultivo de aguacate. Donde es importante mencionar que
el cultivo de la variedad Hass corresponde al 21% del total de area sembrada en
pais, en la cual en los ultimos cuatro afios ha crecido un 40% debido al dinamismo
e interés por esta variedad, siendo los principales departamentos con mayor area
sembrada y produccién de aguacate Tolima (14 mil hectareas y 66 mil toneladas),
Caldas (12 mil hectareas y 55 mil toneladas) y por ultimo Antioquia (9 mil hectareas
y 90 toneladas). Logrando para el afio 2017 un rendimiento promedio nacional de
9.1 Ton/ha (Tonelada/hectéarea), siendo el departamento del Valle del Cauca el que
presento el mayor rendimiento con 13 Ton/ha, seguido de Caldas con 12 Ton/hay
Antioquia con 11 Ton/ha.%’

Tabla 3. Area, produccion y rendimiento del aguacate Hass en Colombia.

Variable 2014 2015 2016 2017 2018

Area (Ha) 7.800 8.765 11.860 13.500 15.530
Produccién (Ton) 28.500 52.000 65.000 77.000 95.250
Exportaciones (Ton) 1.408 4.434 14.561 26.208 35.000
Consumo Interno (Ton) 27.092 47.566 50.439 50.792 60.250

Fuente: GRANADOS, William y VALENCIA, Jenny. Cadena de aguacate (Indicadores e
instrumentos). Agosto 2018. En: La Republica. [sitio web]. Colombia. [Consultado: 04
febrero de 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
https://imgcdn.larepublica.co/cms/2018/09/26180443/Aguacate.pdf?w=auto

Por otro lado, los principales productores mundiales son México (2 millones de
toneladas), Republica Dominicana (643 mil toneladas), Peru (487 mil toneladas),
Colombia (403 mil toneladas), e Indonesia (326 mil toneladas). Donde es evidente
gue el continente americano conquista la produccion de aguacate, siendo también

45 Ibid., p. 178.
46 UGRA (Unidad de Gestion de Riesgos Agropecuarios). Ficha de inteligencia Aguacate. En: Finagro. [sitio
web]. Colombia. [Consultado: 15 marzo 2019]. Archivo pdf. Disponible en:

https://www.finagro.com.co/sites/default/files/node/basic-pageffiles/ficha_aguacate_version_ii.pdf
47 lbid., p. 3-5
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el continente con la mayor cantidad de hectareas cosechadas (ha), seguido de
Africa, Asia, Europa y Oceania*®.

Teniendo en cuenta esta informacion, se puede ver que el aguacate se posiciona
como uno de los cultivos con mayor potencial de crecimiento nacional, ya que el
pais tiene la disponibilidad de zonas que favorece el desarrollo de sus cultivos, el
interés de satisfacer la demanda de los mercados extranjeros aprovechando la
tendencia mundial del consumo de este producto y siendo una oportunidad para la
industrializacion de esta fruta.

1.1.9 Residuos Agroindustriales. A medida que crece la poblacion mundial,
aumenta la demanda de alimentos, mientras que este crecimiento es notable,
también lo es la generacion de residuos sin ningun tratamiento o manejo técnico
adecuado, lo que implica que es necesario reducir el impacto ambiental que
ocasiona por dichos residuos porque esto puede generar problemas de salud,
degradacion del patrimonio natural y destruccion de ecosistemas esenciales, por lo
gue se hace necesario buscar nuevas fuentes de productos naturales, siendo este
tema motivo de diversos estudios en los Ultimos afios*.

Actualmente, 28 millones de toneladas por afio corresponden a la oferta disponible
de alimentos en Colombia, sin embargo, no todos los alimentos destinados al
consumo humano se utilizan adecuadamente; de la cifra mencionada, 9.76 millones
de toneladas (equivalentes a aproximadamente el 34%) corresponden a desechos
(es decir, por tres toneladas de produccion, se pierde y se desperdicia una
tonelada), de los cuales el 64% corresponde a pérdidas que se generan en la etapa
de produccion, poscosecha, almacenamiento y procesamiento industrial, mientras
que el 36% equivalen a desperdicios generados en las etapas de distribucion y
consumo. Adicionalmente, de los 9.76 millones de toneladas anuales, 6.1 millones
de toneladas equivalen a pérdidas y desperdicios de frutas y verduras, siendo esta
la primera categoria que genera una alta carga de residuos agroindustriales, de
acuerdo con la distribucibn de pérdidas y desperdicios realizada por el
Departamento Nacional de Planeacion®°.

48 GRANADOS, Op. cit, p. 8.

49 MEJIAS, Nildia; OROZCO, Eber y GALAAN, Néstor. Aprovechamiento de los residuos agroindustriales y su
contribucion al desarrollo sostenible de México [en linea]. En: Ciencias Ambientales y Recursos Naturales.
Diciembre, 2016, vol. 2, no, 6. p. 27-28. [Consultado: 04 febrero 2019]. ISSN. 2444-4936. Disponible en:
https://www.ecorfan.org/spain/researchjournals/Ciencias_Ambientales_y Recursos_Naturales/vol2num6/Revis
ta_de_Ciencias_Ambientales_y Recursos_Naturales_V2_N6_4.pdf

50 DEPARTAMENTO NACIONAL DE PLANEACION. Pérdida y desperdicio de alimentos en Colombia. En: DNP
[sitio web]. Colombia: Departamento nacional de planeacion. [Consultado: 26 de Agosto de 2019]. Archivo pdf.
Disponible en:
https://mrv.dnp.gov.co/Documentos%20de%?20Interes/Perdida_y_Desperdicio_de_Alimentos_en_colombia.pdf
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Imagen 3. Total de pérdidas y desperdicios de alimentos en
Colombia.

6,1 MILLONES &: Jaageeis

le toneladas de

772 MIL b Reey

Fuente: DEPARTAMENTO NACIONAL DE PLANEACION. Colombianos
botan 9.76 millones de toneladas de comida al afio [en linea]. [Consultado:
26 agosto 2019]. Disponible en:

https://www.dnp.gov.co/Paginas/Colombianos-botan-9,76-millones-de-
toneladas-de-comida-al-a%C3%B10.aspx

Teniendo en cuenta lo anterior, una de las tendencias actuales es la recuperacion y
aprovechamiento de los residuos agroindustriales que pueden tener diversas
aplicaciones, como en la biotecnologia, donde mediante procesos de extraccion
directa o por medio de transformaciones quimicas o microbianas se pueden producir
productos de valor agregado como pigmentos, antibiéticos, enzimas entre otros.
Otra forma de aprovechar estos residuos es usarlos como materias primas para la
generacion de alternativas renovables como los bioenergéticos: biocombustibles y
biolubricantes, dado que estos recursos son de facil adquisicion y bajo costo®L.

Entre las diferentes variedades de fruta de aguacate, la variedad Hass se cultiva
comunmente debido a su mayor vida util y demanda en mercados extranjeros. Sin
embargo, es importante entender que solo la pulpa de la fruta se consume, la semilla
de aguacate, que representa aproximadamente el 13% del peso fresco total de la
fruta, se considera un residuo agricola y se desecha sin mas aplicaciones®. La
proporcion promedio de pulpa, cascara y semilla en la fruta Hass de aguacate se
presenta en la Imagen 4.

Por otro lado, el sector agropecuario colombiano requiere integrarse al sector
agroindustrial para aumentarle valor a sus productos y residuos®. Ya que el

51 1bid., p. 33.

52 AVHAD, Op. cit., p. 467-468

53 CEBALLOS, Adelay MONTOYA, Sandra. Evaluacién quimica de la fibra en semillas, pulpa y cascara de tres
variedades de aguacate [en linea)]. En: Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial. Enero-Junio
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desarrollo de agroindustrias competitivas especialmente en los paises en desarrollo,
es crucial para generar empleos e ingresos tanto para la poblacién rural como para
la urbana. Esto implica que es necesario contar con politicas y estrategias que
promuevan el aprovechamiento de los residuos que se presentan desde la cosecha,
pasando por los centros de concentracion, distribucion y finalizando en la
industrializacién, comercializacién y consumo®. Segin la FAO, el 28% de los
desperdicios ocurren a nivel del consumidor; el 28% de las pérdidas a nivel de
produccion, el 17% de los desperdicios ocurre en mercado y distribucion y el 22%
de las pérdidas se dan durante el manejo y almacenamiento y el 6% restante a nivel
de procesamiento®®.

Imagen 4. Constituyentes del aguacate Hass.
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Fuente: elaboracion propia, con base en AVHAD, M. R.
y MARCHETTI, J. M. Temperature and pretreatment
effects on the drying of Hass avocado seeds [en
linea]. En: Biomass and Bioenergy. Diciembre, 2015,
vol. 83, p. 468. [Consultado: 04 febrero 2019]. ISSN:
0961-9534. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/j.biombioe.2015.10.028

1.2 PROPIEDADES DE LOS SOLIDOS

Debido a la diversidad de caracteristicas que poseen los solidos respecto a su forma
(polvos finamente divididos, polvos angulares, anchas laminas continuas) y otras
propiedades como dureza, abrasividad, fragilidad, flexibilidad; los materiales en fase

2013, wvol. 11, no. 1, p. 103. [Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible en:
http://www.scielo.org.co/pdf/bsaa/vlinl/vilnlal3.pdf

54 MEJIAS, Op. cit., p. 29-30.

55 CONGRESO INTERNACIONAL AmITC 2017. Op. cit., p. 2.
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sélida son mas dificiles de manipular a diferencia de aquellos que se encuentren en
estado liquido o gaseoso®®.

El estudio de las caracteristicas fisicas de solidos como lo son semillas y granos es
de gran relevancia en la ingenieria, pues a partir de esta actividad se obtiene
informacion para la adecuacion y operacion de maquinas, montaje de sistemas de
transporte, construccion de estructuras de almacenamiento, control de procesos,
disefio de empaques y demas procesos que involucran este tipo de materia prima.
Parametros relacionados con la calidad, tales como textura, aspecto, estructura y
estabilidad (actividad de agua), también se encuentran relacionadas con las
caracteristicas fisicas los sélidos®’.

Afadido a lo anterior, las condiciones fisicas de granos o semillas también influyen
en el almacenamiento de este tipo de sdlidos, pues su estudio permite el manejo
adecuado de las condiciones para llevar a cabo esta operacion de forma que pueda
conservarse la materia prima por periodos prolongados de tiempo®2.

Dentro de las propiedades principales de las semillas, se encuentran: la forma, el
tamafo, el area superficial, la densidad y la porosidad, estas caracteristicas
dependen del contenido de humedad del s6lido®®. A continuacion, se describen con
mas detalle:

1.2.1 Tamafio de particula. Las particulas corresponden a solidos
tridimensionales, cuando éstas son equidimensionales, es decir se comportan como
particulas perfectamente esféricas, la determinacién de su tamafio se define como
el diametro de la esfera; sin embargo, en la practica muchas particulas no poseen
estas caracteristicas, por lo que para la medicién de su tamafio de particula se debe
estudiar mas de una dimension, lo que se convierte en una dificultad. Sin embargo,
para superar esta barrera, generalmente se utilizan didmetros equivalentes que

5% MCCABE, Warren L.; SMITH, Julian C. y HARRIOTT, Peter. Operaciones en las que intervienen particulas
de sélidos [en linea]. En: Operaciones unitarias en ingenieria quimica. 4 ed. México: Editorial McGraw-Hill, 1994.
p. 867. [Consultado: 22 mayo 2019]. Disponible en:
https://ingenieriapetroguimicaunefazulia.files.wordpress.com/2011/05/operaciones-unitarias-a.pdf

57 BERK, Zeki. Physical Properties of Food Materials [en linea]. En: Food Process Engineering and Technology.
2 ed. Israel: Editorial Academic Press - Elsevier, 2018. p. 1. [Consultado: 22 mayo 2019]. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-812018-7.00001-4

58 HINTERMANN FELIX EDA HIX. Factores fisicos que afectan al grano almacenando. En: Agriculture & Food
Security Network. [sitio web]. Estados unidos: Agriculture & Food Security Network [Consultado: 29 mayo 2019].
Archivo pdf. Disponible en: https://lwww.shareweb.ch/site/Agriculture-and-Food-
Security/focusareas/Documents/phm_postcosecha_factores_fisicos.pdf

59 OSPINA MACHADO, Julio Ernesto. Caracteristicas fisicas [en linea]. En: Caracteristicas Fisico Mecéanicas y
Andlisis de Calidad de Granos. Bogota D.C: Unidad de Publicaciones de la Facultad de Ingenieria, Universidad
Nacional de Colombia, 2002. p. 59. [Consultado: 30 mayo 2019]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books/about/Caracter%C3%ADsticas_f%C3%ADsico_mec%C3%Alnicas_y_an.h
tml?id=2DWmqb6xP3wC&redir_esc=y
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representan el diametro de una particula real (no esférica). En este ultimo proceso,
el tamafio medido depende del método utilizado para el dimensionamiento®.

Existen otros métodos que permiten la determinacion del tamafio de particula, uno
de ellos involucra la toma de las longitudes caracteristicas del material, en este
proceso, el solido se gira en la mano y se miden los didmetros ortogonales con
ayuda de un micrémetro o calibrador. Cuando éste ultimo instrumento se pone en
contacto con la particula, puede que ésta se comprima ligeramente, por lo que la
fuerza de compresion debe ser controlada y minimizada. Pese a que las mediciones
en los solidos involucran los términos diametro mayor, intermedio y menor, en la
industria del comercio normalmente se utilizan conceptos como longitud, ancho y
grosor para describir el tamafio de granos y semillas®?.

Los tamafios de particula se miden en pulgadas (in) o milimetros (mm) para
particulas gruesas, en funcion de la abertura del tamiz para particulas finas, y en
micrometros (um) o nandmetros (nm) para particulas muy finas.

1.2.2 Area superficial. En un cuerpo solido o liquido, el estado de las moléculas
gue se encuentran en su superficie difiere al de las moléculas que se encuentran en
el interior del mismo. Mientras que, en el volumen de un soélido, las moléculas se
encuentran ubicadas al azar y sometidas a una atraccion equilibrada entre ellas; en
la superficie, las moléculas son atraidas solo por un lado y se encuentran en
ocasiones, dispuestas mas ordenadamente®?.

Hablar de esta propiedad, es referirse a la superficie del sélido o semilla por unidad
de volumen de granos, que realizan intercambio energético y de humedad con el
aire durante procesos de secado® o enfriamiento, por lo tanto, el conocimiento del
area superficial permite el modelamiento de procesos que involucran transferencia
de masa y energia (calor)®.

La determinacion de esta propiedad, puede realizarse teniendo en cuenta datos de
distribucion de tamafio, o puede medirse directamente mediante la adsorcion de
moléculas gaseosas en la superficie del material®®

60 ENNIS, Bryan, et al. Solid-Solid Operations and Processing [en linea]. En: GREEN, D. y PERRY, R. Perry’s
Chemical Engineers” Handbook. 8 ed. Nueva york: Editorial McGraw-Hil, 2008. p. 8. [Consultado: 30 mayo
2019]. Disponible en: https://thunderbooks.wordpress.com/2009/05/27/manual-del-ingeniero-qumico-perrys-
ingls/

61 OKLAHOMA STATE UNIVERSITY. Chapter 2 — Physical Attributes: Shape, Volume, Density, Porosity and
Particle size Distribution. En: Biosystems and Agricultural Engineering. [sitio web]. Estados unidos: Oklahoma
State University [Consultado: 02 Junio 2019]. Archivo pdf. Disponible en: https://bae.okstate.edu/faculty-
sites/jcarol/Class_Notes/BAE2023_Spring2011/

62 BERK. Op. Cit., p. 23

83 |XTAINA. Op. Cit., p. 270-280.

64 OKLAHOMA STATE UNIVERSITY. Op. Cit., p. 11

65 MONTES, Everaldo; TORRES, Ramiro y Andrade, Ricardo. Determinacion de los factores de forma de area
(a) y volumen (B), de cristales de a-lactosa utilizando Microscopia Optica [en linea]. En: Temas agrarios. Julio —

40



1.2.3 Factor de forma. Existen diversos métodos para la cuantificacion de la forma
del grano, dentro de los cuales se incluyen: métodos visuales, métodos matematicos
que involucran mediciones fisicas y analisis de imagenes tridimensionales®®.

La forma del material y sus dimensiones fisicas, son fundamentales en la seleccion
de materia prima y por lo tanto la separacion de solidos no deseados.
Adicionalmente la forma y el tamafio, son propiedades que determinan la cantidad
de semillas que pueden almacenarse o empaquetarse en contenedores de
capacidad conocida®’.

Cuando materiales como frutas y verduras se trasladan hidraulicamente o, grabos
y semillas se trasladan de forma neumatica, las velocidades del fluido de transporte,
estan relacionados con propiedades de densidad y forma®®.

1.2.4 Esfericidad. La forma de un material, puede caracterizarse segun la
semejanza con un sélido geométrico (esferoide, esfera, elipsoide triaxial, entre
otros)®°. Teniendo en cuenta lo mencionado, esta propiedad se refiere a la forma de
la semilla cuando se compara con una esfera’®. La esfericidad junto a la redondez,
corresponden a los indices de forma mas usuales, donde los valores de la primera
propiedad, varian entre 0 y 1, siendo O la asignacion para aquellos sélidos
determinados como no esféricos, y 1 el referente para aquel material designado
como esfera perfecta’®.

1.2.5 Angulo de reposo. El angulo de reposo corresponde al &ngulo que forma el
material con la superficie horizontal cuando se apila, esta propiedad permite la
caracterizacion del flujo de una muestra sélida’® y resulta util en el disefio de
maquinas transportadoras y tolvas’.
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Particle Shape Analysis. En: SERC [sitio web]. Estados Unidos: Universidad Carleton. [Consultado: 04 febrero
2019]. Archivo pdf. Disponible en:
https://serc.carleton.edu/files/INAGTWorkshops/sedimentary/activities/particle_shape.pdf

72 GANESANA V.; ROSENTRATERB, K. y MUTHUKUMARAPPANA K. Flowability and handling characteristics
of bulk solids and powders — a review with implications for DDGS [en linea]. En: Biosystems Engineering.
Diciembre, 2008, vol. 101, p. 428. [Consultado: 02 junio 2019]. ISBN: 1537-5110. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/j.biosystemseng.2008.09.008

73 KARIMI, M., et al. The Effect of Moisture Content on Physical Properties of Wheat [en linea]. En: Pakistan
Journal of Nutrition. 2009, vol. 8, p. 90-95. [Consultado: 03 junio 2019]. ISBN: 1680-5194. Disponible en:
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El angulo de reposo es menor cuando el material es redondeado y liso, mientras
que para particulas angulares es mayor’4. Caracteristicas como el tamafio y forma
de la particula, asi como la cohesion presente en las mismas afectan esta
propiedad?®.

Segln OSPINA, J.7¢ el angulo de reposo puede clasificarse de dos formas:

e Angulo de reposo estatico: Corresponde al angulo formado por los soélidos
cuando estos se deslizan sobre si mismos’’. Un método cominmente utilizado
para la medicidon del angulo de reposo estatico, se basa en el calculo de la
tangente del angulo, que relaciona la altura y el diametro de la base formada por
el material apilado, luego de verterlo a través de un embudo’®

e Angulo de reposo dinamico: Este angulo de reposo tiene lugar cuando el material
sélido esta sometido a movimiento debido a la carga y descarga en bodegas,
silos y demas maquinaria de almacenamiento, esto, le da un valor de importancia
adicional si se compara con el angulo de reposo estatico’®.

IXTAINA, Vanesa®’, afirma que el angulo de reposo se encuentra directamente
relacionado con la fluidez del material.

1.2.6 Densidad de particula. La densidad describe la relacion entre el peso de la
materia prima y su respectivo volumen®. En granos esta propiedad puede dividirse
en:

e Densidad aparente: Esta propiedad gravimétrica se expresa como la relacion
entre la masa del sdélido sin asentar, y el volumen ocupado por el mismo
incluyendo los espacios vacios o intersticiales®?, donde estos ultimos,
corresponden a aquellas zonas existentes entre particulas o aglomerados que
pueden ser ocupadas por aire. Caracteristicas como la esfericidad, distribucion
de tamafio de las particulas y grado de aglomeracién, determinan la cantidad de

74 MCCABE. Op. Cit., p. 881
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Technologies and Applications [en linea]. 2 ed. Estados unidos: Elsevier, 2019, p. 995 [Consultado: 03 de junio
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780081005439000014
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Ingeniero Quimico. Fundacion Universidad de América, 2018. [Consultado: 03 de Junio de 2019]. Disponible
en: http://repository.uamerica.edu.co/bitstream/20.500.11839/6957/1/6132204-2018-2-1Q.pdf
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82 CARO, Axel. Breves normas de control de calidad en granos almacenados. En: Coin FAO [sitio web]. Quito:
Poscosecha y Mercadeo MAG-FAO. [Consultado: 08 de Mayo de 2019]. Archivo PDF. Disponible en:
https://coin.fao.org/coin-static/cms/media/20/13950919933370/c11.pdf
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aire intersticial, siendo minimo cuando las particulas son lisas, pertenecen a
aglomerados compactos y tienen un rango de tamarfio de particula®3.

El estudio la densidad de particula, permite estimar la capacidad de
almacenamiento y transporte durante el manejo de la materia prima. Esta
propiedad se encuentra influenciada por factores como: la forma del sélido, la
distribucion del tamafio de particula®4, el contenido de humedad cuando se habla
de materiales biol6gicos® y el grado de compactamiento (los soélidos se
empacan de acuerdo al movimiento al que son sometidos)®, de acuerdo a esta
Gltima caracteristica, y por lo tanto a la posicion de los sélidos dentro de un
espacio de medicién, la densidad aparente puede clasificarse en dos clases:

o Densidad aparente aireada, en la cual, debido a la aireacion, el volumen de los
sélidos es maximo?®’, ésta se puede determinar permitiendo que una cantidad de
material, llene un contenedor con volumen conocido bajo la influencia de la
gravedad (sin compresion).

o Densidad aparente empacada, que resulta después de golpear mecanicamente
el recipiente que contiene la muestra solida. Su medicion puede realizarse
especificamente de la siguiente manera: Se introduce suavemente una cantidad
conocida de material en un cilindro graduado (sin compactar los soélidos),
posteriormente se golpea mecanicamente el cilindro, elevandolo y permitiéndole
que caiga por su propio peso®, se mide el nuevo volumen.

¢ Densidad real: Se refiere a la relacion entre el peso del material y el volumen
real ocupado por el mismo, excluyendo los espacios vacios o libres®. A pesar
que esta propiedad no se requiere para el disefio de equipos de almacenamiento

83 AUGUSTIN, Mary and CLARKE, Phillip. Dry Milk Products [en linea]. En: CHANDAN, Ramesh y KILARA,
Arun. Dairy Ingredients for Food Processing. Oxford (UK): Wiley-Blackwell, 2009. p. 148-149. [Consultado: 08
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kDzNZAJMHg&hl=es&sa=X&ved=2ahUKEwi8hlb1lmc_jAhWLxVKKHSSODSEQ6AEWDX0ECAgQAQ#v=0nepa
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2014. [Consultado: 08 de mayo de 2019]. Disponible en: https://etd.auburn.edu/xmlui/handle/10415/4178
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[Consultado: 09 mayo 2019]. Disponible en:
https://webcache.googleusercontent.com/search?g=cache:SKrk2IHUO5MJ:https://core.ac.uk/reader/11227702
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88 AMIDON, G; MEYER, P. y MUDIE D. Particle, powder and compact characterization [en linea]. En: Qiu, Y. et
al. Developing Solid Oral Dosage Forms. 2 ed. Nueva york: Editorial Elsevier, 2017. p.281 [Consultado: 09 de
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como silos, resulta util para el disefio de sistemas de ventilacion y enfriamiento
de la materia prima durante esta etapa®.

La densidad puede expresarse en gramos por mililitro (g/mL) debido a que las
mediciones pueden realizarse utilizando probetas, sin embargo, la unidad
internacional es kilogramo por metro ctbico (kg/m?3)°2,

1.2.7 indice de compresibilidad. El indice de compresibilidad se ha convertido en
una metodologia sencilla y rapida para la prediccion de las caracteristicas de flujo
de materiales solidos; corresponde a una medida indirecta de la forma y el tamafio
del solido, el contenido de humedad, el area superficial, la cohesion existente entre
las particulas y la densidad aparente de las mismas, todas las propiedades
mencionadas, influyen en la determinacién del indice de compresibilidad®?.

Cdémo su nombre lo indica, esta propiedad permite expresar que tan propenso es
un conjunto de particulas a la compresion, por lo tanto, corresponde a una medida
de la interaccion entre las particulas y de la facilidad de asentamiento de una
muestra sélida, luego de ser sometida a fuerzas mecanicas o vibratorias®3. Cuando
la interaccion entre las particulas es fuerte, se habla de que el material posee poca
fluidez (comportamiento que puede reflejarse entre la diferencia de valores de la
densidad aparente aireada y empacada del mismo). Por el contrario, las
interacciones débiles son caracteristicas de materiales que fluyen libremente®.

1.2.8 Humedad. Esta propiedad influye en el comportamiento de los sélidos durante
el manejo poscosecha, especialmente en el procesamiento y almacenamiento. Un
elevado contenido de agua puede generar pérdidas en semillas o granos®, pues
afecta la calidad microbioldgica y la funcionalidad de los materiales; la humedad,
corresponde a una de las propiedades econOmicamente importantes en la
fabricacion de polvos®.
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1.3 METODOS DE EXTRACCION DE ACEITE

A continuacion, se describen algunos métodos de extraccion de aceite que pueden
utilizarse para obtener sustancias oleosas a partir de residuos agroindustriales
como la semilla de aguacate. Es importante mencionar, que la obtencidn de aceite
es el primer paso para la separacion de algunos compuestos bioactivos, como se
detalla en las secciones 2.1y 2.4 respectivamente

1.3.1 Extraccién asistida por microondas (MAE). Esta nueva técnica de
extraccion ha recibido una atencion significativa para la extraccion de fitoquimicos,
ya que algunos de ellos proporcionan beneficios para la salud. Ademas, en
comparacion con las técnicas convencionales, el MAE ofrece muchas ventajas,
como menos tiempo de arranque, calentamiento mas rapido, alto rendimiento
energético, ahorro de espacio, control preciso del proceso, calentamiento selectivo
y alimentos con alta calidad nutricional®’.

1.3.1.1 Calentamiento dieléctrico de microondas. Las microondas son ondas
electromagnéticas, generadas por un campo eléctrico y un campo magnético, que
oscilan perpendicularmente entre si, en un rango de frecuencias que van desde 0,3
a 300 GHz, correspondientes a longitudes de onda de 1 m a 1 mm. Sin embargo, la
mayoria de los equipos comerciales estan disefiados para funcionar a 2450 MHz, lo
que los hace adecuados para aplicaciones de investigacion e instalaciones de
pequefia capacidad, mientras que los 915 MHz se utilizan para fines industriales®.

Las propiedades dieléctricas (constante dieléctrica y factor de pérdida dieléctrica)
se ven afectadas principalmente por la temperatura de operacion y la frecuencia de
microondas utilizada®. Por tanto, la eficiencia del calentamiento por microondas
depende de la capacidad del material para absorber la energia del microondas y
disipar el calor®0,

El calentamiento por microondas puede actuar directamente sobre las moléculas
por dos mecanismos: la conduccion ionica y la rotacion del dipolo, y en la mayoria
de los casos, ambos ocurren simultdneamente. El calor es generado por la friccion
causada por (1) la diferencia de fase entre la orientacion del campo que cambia
alternativamente en la direccién y la del dipolo, que tiende a alinearse con el campo
eléctrico, y (2) por la resistencia de la solucion a la migracién de iones bajo la
influencia del campo eléctrico cambiante°®.
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en: https://doi.org/10.1016/j.foodres.2013.02.033

100 RODRIGUEZ. Microwave-Assisted Water Extraction. Op. cit., p. 165.

101 1hid., p. 164-165
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1.3.1.2 Mecanismo de extraccion asistida por microondas de compuestos
vegetales. En el procesamiento térmico convencional, la energia se transfiere al
material debido a los gradientes térmicos a través de la conveccién, la conduccion
y la radiacion, y gran parte de la energia térmica se pierde en el medio ambiente;
mientras que, en el calentamiento por microondas, la energia se entrega
directamente a los materiales a través de la interaccion molecular con el campo
electromagnético y practicamente no se pierde calor en el medio ambientel?2,

En los procesos de extraccion los efectos de la radiacion por microondas se basan
principalmente en los efectos térmicos que conducen a (1) propiedades
fisicoquimicas y de transporte mejoradas de solventes y solutos y (2) el dafo
estructural de la matriz. Donde el cambio en la direccién del campo eléctrico induce
la rotacién, vibracion y oscilacion de las moléculas, intensificando el movimiento y
la colision, debilitando los enlaces de hidrégeno y facilitando asi la interrupcion de
las interacciones soluto-matriz%3,

Durante el MAE, la energia absorbida por las moléculas polares causa un
sobrecalentamiento interno rapido con la vaporizacion del liquido y la presion
acumulada en las células. La destruccion de las paredes celulares mejora la
estructura capilar-porosa de los tejidos y facilita una difusion mas rapida del sélido
de los metabolitos de ambas plantas ubicados en las paredes celulares o en el
citoplasmal®4,

1.3.1.3 Tipos de tecnologias y configuraciones. En los ultimos afios, se han
desarrollado modificaciones o ajustes en los equipos de microondas con el objetivo
de obtener mejores rendimientos en el tiempo de procesamiento, ya que también
reducen el uso de solventes o, en algunos casos, para evitarlos por completo.
Los procesos de extraccion por microondas pueden operar en diferentes
configuraciones. Dependiendo de la presion de trabajo, los sistemas de microondas
se pueden clasificar en recipientes abiertos, si la operacion se realiza a presion
atmosférica, o recipientes presurizados cerrados con solvente por encima de su
punto de ebullicion?®,

102 1hid., p. 166

103 |pid., p. 166-167

104 1bid., p. 167

105 DORANTES, Lidia, et al. Microwave-Assisted Extraction of Phytochemicals and Other Bioactive Compounds.
[en linea]. En: Reference module in food science. Xalapa (México): Elsevier, 2017. p. 1. [Consultado: 09 febrero
2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/B978-0-08-100596-5.21437-6

106 RODRIGUEZ. Microwave-Assisted Water Extraction. Op. cit., p. 167.
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Imagen 5. Algunas configuraciones basicas utilizadas para la extraccién
asistida por microondas: (A) recipiente abierto, (B) recipiente cerrado, (C)
destilacion asistida por microondas y (D) hidrogravedad por microondas.
(1) Horno de microondas, (2) enfriador, (3) frasco de recepcion.

(A) _H (B) (C) (D)
2 | 2 iEse)

B
=3
B
B

Fuente: elaboracion propia, con base en RODRIGUEZ, Paula, et al.
Microwave-Assisted Water Extraction [en linea]. En: DOMINGUEZ,
Herminia y GONZALEZ, Maria. Water Extraction of Bioactive Compounds.
Ourense (Espafa): Elsevier, 2017. 170p. [Consultado: 09 febrero 2019].
Disponible en: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-809380-1.00006-1

Segun de la distribucion de radiacion en el equipo, la operacion se puede realizar
en modo simple o monomodo, cuando la radiacion proporciona una distribucién
homogénea en una zona restringida; o en multimodo, cuando la radiacion se refleja
en las paredes y produce una dispersion aleatoria de radiacion. Los elementos
principales de los equipos monomodo y multimodo son el magnetrén o el generador
de microondas; la guia de onda, utilizada para propagar el microondas desde la
fuente hasta la cavidad del microondas; el aplicador, donde se coloca la muestra; y
el circulador, que permite que el microondas avance'®’.

Imagen 6. Radiacion en (A) Modo simple y en (B) Multimodo. (1)
Magnetrén, (2) Guia de onda, (3) Aplicador.

(B)
(A) /* i
. A o h__‘_'.‘:;-
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Fuente: elaboracién propia, con base en RODRIGUEZ, Paula, et al.
Microwave-Assisted Water Extraction [en linea]. En: DOMINGUEZ,
Herminia y GONZALEZ, Maria. Water Extraction of Bioactive Compounds.
Ourense (Espafa): Elsevier, 2017. 170p. [Consultado: 09 febrero 2019].
Disponible en: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-809380-1.00006-1.

107 1bid., p. 167-169
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Extraccion por ultrasonido. El ultrasonido al igual que la técnica de extraccion
asistida por microondas, se utiliza en el pretratamiento de muestras; la cual consiste
en el uso sonidos con frecuencias superiores a 20 kHz, que se encuentran por
encima del umbral humano!®. La técnica se basa en el fenémeno de cavitacion
acustica, mediante el cual se generan fuerzas de corte o cizallamiento en la
superficie de las particulas que promueven su desgaste'®®, causando la fractura de
las paredes celulares en la muestra vegetal, y por lo tanto, facilitando la penetracion
del disolvente, lo anterior, permite la liberacién del compuesto intracelular'?. Se ha
demostrado que el pretratamiento de muestras utilizando ultrasonido, puede
disminuir los tiempos de proceso de metodologias como soxhlet 111,

Existen dos formas para la aplicacion de ultrasonido:

e Contacto indirecto: Consiste en un bafio de ultrasonido que se llena con un
medio liquido, funciona a frecuencias de 20 o 40 kHz!'? y posee generalmente,
salida ultrasonica, temperatura y tiempo programables. En él, los recipientes que
almacenan la muestra y el disolvente de extraccion estan sumergidos, lo que
permite la irradiacion de ondas ultrasénicas que viajan en el medio liquido hasta
gue alcanzan las paredes del recipiente que contiene la muestra. Las ondas
aplicadas, generan ciclos de expansién que crean burbujas e inducen una
presion localizada con considerable intensidad; cuando las burbujas se
expanden hasta cierto punto, sufren un colapso implosivo capaz de destruir las
paredes celulares de las células del material utilizado®*3.

108 XUAN, Chin. Optimization of ultrasound-assisted aqueous extraction to produce virgin avocado oil with low
free fatty acids [en linea]. En: Journal of Food Process Engineering. Noviembre, 2017, vol. 41:€12656, p. 1 — 2.
[Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible en: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/jfpe.12656

109 CAMPO, Yesenia; GELVEZ, Victor y AYALA, Alfredo. Ultrasonido en el procesamiento (homogenizacion,
extracciéon y secado) de alimentos [en linea]. En: Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial.
Enero — Junio, 2018, vol. 16, no. 1. p. 106. [Consultado: 30 Julio 2019]. ISSN: 1909-9959. DOI:
10.18684/bsaa.v16n1.628

110 SPINELLA, Maria, et al. Extraccion de aceite asistida por ultrasonido de granos de girasol alto estearico alto
oleico. En: Asociacion Argentina de Ingenieros Quimicos [sitio web]. Argentina: AAIQ [Consultado: 30 Julio
2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://www.aaiq.org.ar/SCongresos/docs/06_029/papers/05a/05a_1816_159.pdf

111 HIELSCHER. Ultrasonidos Extraccion soxhlet [en linea]. [Consultado: 28 agosto 2019]. Disponible en:
https://www.hielscher.com/es/ultrasonic-soxhlet-extraction.htm

112 MEDINA, Nelly. Efecto del ultrasonido en la extraccion y nanoencapsulacion de polifenoles de limén persa
(Citrus Latifolia) [en linea]. Tesis para optar por el titulo de Maestro en ciencia y tecnologia en la especialidad
de innovacion biotecnoldgica. Centro de investigacion y asistencia en tecnologia y disefio del estado de Jalisco,
a. c., 2017. [Consultado: 30 Julio 2019]. Disponible en:
https://ciatej.repositorioinstitucional.mx/jspui/bitstream/1023/447/1/Nelly%20Carolina%20Medina.pdf

113 XUAN. Op. Cit., p. 1-2
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Imagen 7. Esquema del equipo de bafo
ultrasénico.
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Fuente: elaboracion propia, con base en
AZUOLA, Rocio y VARGAS, Pedro.
Extraccibn de sustancias asistida por
ultrasonido (EUA) [en linea]. En:
Tecnologia en Marcha. Noviembre, 2007,
vol. 20, no.4. p. 35. [Consultado: 04 febrero

2019] Disponible en:
https://revistas.tec.ac.cr/index.php/tec_ma
rcha/article/view/449

e Contacto directo: Consiste en un sistema de extraccion acoplado a una sonda
que permite el contacto directo con la muestra y por lo tanto desarrollar una
potencia superior a la generada con el bafio ultrasénico (de hasta 100 veces
mas)!14,

1.3.2 Extraccion por soxhlet. Consiste en un método de extraccion solido — liquido,
que permite la separacion de lo(s) componente(s) objetivo (generalmente
compuestos lipidicos) que se encuentran contenidos en un material sélido, mediante
el uso de solventes (fase liquida). El procedimiento de extraccidon consiste en el
llenado de un dedal (F) con la muestra sélida disponible, el cual, estara en continuo
contacto con el solvente condensado con el fin de separar los componentes solubles
o afines al mismo?!®.

El equipo se conforma de un condensador tipo bulbo (A), un extractor (en el cual se
almacena el dedal y que corresponde a la parte intermedia del instrumento B) y un
matraz que contiene el solvente (C)16. El disefio del equipo permite que, una vez
calentado el solvente, los vapores del mismo asciendan a través del tubo lateral
externo (D), lleguen al condensador donde pasan a fase liquida, y desciendan al

114 MEDINA. Op. Cit., p.10
115 TORO. Op. Cit., p.54
116 | OPEZ. Op. Cit., p. 32
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extractor, de modo que se genere contacto entre el solvente y la muestra (F), una
vez se llene este contenedor intermedio B, el equipo hace sifon, vaciando el solvente
por el tubo lateral interno (E) hacia el matraz!'’. A continuacién, se muestra el
equipo soxhlet junto con el rotavaporador, el cual es utilizado para concentrar la
sustancia oleosa obtenida luego de la extraccidn (bajo condiciones de vacio).

Imagen 8. Esquema del equipo de extraccién
soxhlet y rotavaporador.

Extraccion del aceite Concentracion al
por el método soxhlet vacio del aceite

Fuente: elaboracion propia, con base en LOPEZ,
Juan. Estandarizacion de la técnica de
cromatografia  de gases acoplada a
espectrometria de masas para la identificacién y
cuantificacion de metilésteres de &cidos [en
linea]. Trabajo de grado para optar al titulo de
Tecndlogo Quimico. Universidad Tecnolégica de
Pereira, 2008. [Consultado: 29 Julio 2019].
Disponible en:
https://core.ac.uk/download/pdf/71395469.pdf

117 TALAVERANO, Alagén. Determinacion de compuestos fenolicos, carotenoides, fitoesteroles, tocoferoles,
acidos grasos y capacidad antioxidante en aceites extraidos de semillas de dieciséis accesiones de Plukenetia
Volubilis L. (Sacha Inchi) [en linea]. Tesis de pregrado para obtener el titulo de Quimico Farmacéutico.
Universidad Catdlica de Santa Maria, 2012. [Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible en:
http://tesis.ucsm.edu.pe/repositorio/handle/UCSM/3839
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1.4 CARACTERIZACION DE ACEITES VEGETALES

La caracterizacion de aceites vegetales, permite la identificacion y cuantificacion de
las caracteristicas relacionadas con la calidad de estas sustancias oleosas, como
su pureza, autenticidad, vida util, valor nutricional entre otros. Se utilizan para
garantizar que cumplan los requisitos definidos por las normas establecidas y, por
lo tanto, evitar la incorporacion de productos que afecten la salud de las personas.
También sirven para determinar indices, que indican la cantidad equivalente de un
compuesto, necesario para reaccionar con ciertos grupos funcionales presentes en
una masa de grasa dadall®,

1.4.1 Densidad. Es la relacion entre el peso o la masa de un volumen dado de una
sustancia en una condicidn especifica de temperatura y presion. Esta propiedad no
representa un pardmetro directo de la calidad del aceite, aunque puede variar con
la polimerizacion u oxidacién. Es muy util para transformaciones de masa-volumen
y especialmente para los célculos involucrados en el disefio de equipos!!®.

1.4.2 indice de refraccion. Se define como la velocidad relativa a la cual la luz se
mueve a través de un material con respecto a su velocidad en el vacio!?°. Es una
determinacion fisica que se relaciona con el peso molecular de la sustancia, el grado
de insaturacioén, el grado de conjugacion de los componentes y la longitud de sus
cadenas, que depende de la temperatura. Se utilizan pequefas variaciones para
verificar la identidad, calidad y pureza del aceite'?l. Ademas, se correlaciona con el
contenido de sdlidos de muchos alimentos liquidos, como jarabes, leche y jugos.
Por lo tanto, los instrumentos para medir el indice de refraccién pueden informar los
resultados en términos de composicién y pueden utilizarse para controlar las
operaciones de mezcla'??.

1.4.3 indice de saponificacion. El valor de la saponificacion (SV) es la cantidad de
alcali (en este caso, mg de hidréxido de potasio) necesaria para saponificar una
cantidad definida de grasa o aceite, en la que estan involucrados triglicéridos,
diglicéridos, monoglicéridos, acidos libres y cualquier otro lipido saponificable.

118 MANRIQUE, Guillermo. Caracterizacion de grasas y aceites. En: Universidad Nacional del Centro de la
Provincia de Buenos Aires. [sitio web]. Buenos Aires. [Consultado: 25 agosto 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
https://www.fio.unicen.edu.ar/usuario/gmanrique/images/Grasas_y_Aceites.pdf

119 ACOSTA, Martha. Evaluacion y escalamiento del proceso de extraccion de aceite de aguacate utilizando
tratamiento enzimatico [en linea]. Tesis: Magister en Ingenieria Quimica. Universidad Nacional de Colombia,
2011. p. 21. [Consultado: 13 septiembre 2018]. Disponible en:
http://bdigital.unal.edu.co/4070/1/marthaceciliaacostamoreno.2011.pdf

120 HOUCK, Max y SIEGEL, Jay. Fundamentals of Forensic Science [en linea]. 3 rd. Academic Press, 2015.
Separation Methods. p. 142. [Consultado: 16 mayo 2019]. ISBN. 978-0-12-800037-3. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/C2013-0-12985-6.

121 RINCON, Sandra y MARTINEZ, Daniel. Andlisis de las propiedades del aceite de palma en el desarrollo de
su industria [en linea]. En: Palmas. Agosto, 2009, vol. 30. no. 2, p. 16. [Consultado: 16 mayo 2019]. Disponible
en: https://publicaciones.fedepalma.org/index.php/palmas/article/view/1432.

122 CLARK, J.P. Plant Design: Process Control and Automation [en linea]. En: CABALLERO, Benjamin.
Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition. 2 nd. Academic Press, 2003. p. 4602-4606. [Consultado: 16 mayo
2019]. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/B0-12-227055-X/00014-6. ISBN. 978-0-12-227055-0
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Equivalente a la masa en mg de KOH necesaria para neutralizar los acidos grasos
libres y los &cidos grasos liberados de los glicéridos, luego de su saponificacion!?3.
También es indirectamente una medida del peso molecular promedio de los
triglicéridos de una grasa y, por lo tanto, un numero caracteristico. Cuando estos
pesos moleculares son bajos, el gramo requerira mas hidroxido de potasio (aceite
de coco SV = 250), y donde sean altos, requerira menos (aceite de colza SV =
175)'?4, Ademas, la saponificacion también ayuda a solubilizar grandes cantidades
de otros componentes de los alimentos, como las proteinas y los carbohidratos, que
de otro modo interferirian con la extraccion y el analisis!?.

1.4.4 indice de yodo. Indica el grado de insaturacién de una grasa o aceite, segin
lo determinado por la absorcion de halégeno. Debido a que el punto de fusién y la
estabilidad oxidativa estan relacionados con el grado de insaturacion, el valor del
yodo (IV) proporciona una estimacion de estos factores de calidad. A mayor valor
de yodo, mayor insaturacién y mayor susceptibilidad a la oxidacion. El aceite de
cacahuete (IV: 82-107) estad mas saturado que los aceites de maiz (1V:103-128),
de algodon (IV: 99-113) o de linaza (IV: 155-205); sin embargo, es
considerablemente menos saturado que los aceites de coco (IV: 7.7-10.5), palma
(IV: 44-54) o mantequilla (IV 25—-42). Los resultados se expresan como el nimero
de gramos de yodo absorbido por 100 g de la muestra de aceite!?S.

1.4.5 indice de peréxidos. Es uno de los indicadores de calidad mas utilizados
para medir los productos primarios de la degradacion oxidativa. A partir de este
valor, se puede seguir la etapa de propagacion del mecanismo de la cadena de
radicales libres y la acumulacién de hidroperdxidos. Sin embargo, no es posible
utilizar el valor de peroxido solo para juzgar la calidad de los aceites comestibles,
ya que los hidroperoxidos se descomponen durante el almacenamiento. Esta
descomposicion puede ocurrir mas rapidamente dependiendo de ciertas
condiciones como la temperatura, la luz o las trazas metalicas. No obstante, el valor
de peroxido es un parametro adecuado para medir el deterioro de la calidad a lo
largo del tiempo. Un mayor valor de perdéxido al comienzo del periodo de
almacenamiento tiene un efecto negativo en la estabilidad de almacenamiento del
aceite'?’,

123 MANRIQUE, Op cit., p. 1.

124 pATTERSON, H.B.W. Quality and Control [en linea]. En: LIST, Gary y W. KING, Jerry. Hydrogenation of Fats
and Oils. 2 ed. Academic Press and AOCS Press, 2011. p. 329-350. [Consultado: 05 mayo 2019]. Disponible
en: https://doi.org/10.1016/C2015-0-02451-0. ISBN. 978-1-893997-93-6

125 SCOTTER, M.J. Colour Additives for Foods and Beverages [en linea]. Woodhead Publishing, 2015. Methods
of analysis for food colour additive quality and safety assessment. p. 131-188. [Consultado: 05 mayo 2019].
Disponible en: https://doi.org/10.1016/B978-1-78242-011-8.00006-4. ISBN. 978-1-78242-011-8.

126 SANDERS, T.H. Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition [en linea]. 2 ed. Amsterdam: Elsevier, 2003.
Ground nut oil. p. 2967-2974. [Consultado: 08 marzo 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/B0-12-
227055-X/01353-5. ISBN. 978-0-12-227055-0.

127 MATTHAUS, B. Oxidation in Foods and Beverages and Antioxidant Applications. Amsterdam: Elsevier. 2010.
Oxidation of edible oils. p. 183-238. [Consultado: 08 marzo 2019]. Disponible en:
https://doi.org/10.1533/9780857090331.2.183. ISBN. 978-1-84569-983-3.
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1.4.6 indice de acidez. Se define como el nimero de miligramos de hidréxido de
potasio (KOH) necesarios para neutralizar los acidos grasos en un gramo de
muestra. Es una medida del contenido de acidos grasos libres presentes en grasas
y aceites. Este resultado es esencial como prueba de pureza, ya que permite extraer
conclusiones sobre el estado de la materia prima, asi como las reacciones de
degradacion que pueden haber ocurrido durante el tratamiento y almacenamiento
del aceite!?,

1.4.7 Materia insaponificable. Se refiere a aquellas sustancias presentes en aceite
0 grasas que son solubles en disolventes apolares, pero que no sufren una reaccion
de saponificacion por hidréxidos alcalinos, como es el caso de los esteroles,
tocoferoles, tocotrienoles y carotenoides, entre otros'?°.

1.5 FITOESTEROLES

Los fitoesteroles pertenecen a la familia de los triterpenos, denominados esteroles
vegetales, compuestos que se encuentran dentro de las membranas de las células
vegetales'®. Los fitoesteroles y los fitoestanoles, son moléculas que tienen una
estructura quimica idéntica, con la diferencia de que los fitoestanoles estan
saturados, es decir sin dobles enlaces en su estructura basica. Se encuentran de
forma natural en pequefas cantidades en algunas frutas, verduras, frutos secos,
semillas, leguminosas y otras fuentes vegetales'®l. Son parte de la fraccion
insaponificable, que es una parte menor y muy especifica de los aceites vegetales,
se producen en aceites en forma libre y conjugada, principalmente esteroles
esterificados con acidos grasos. En la planta, los fitoesteroles existen en cuatro
formas diferentes, generalmente (i) esteroles libres (FS), (ii) ésteres de éacidos
grasos o fendlicos (SE), (iii) glicésidos de esterilo (SG) y (iv) glicoles de esterilos
acilados (ASG). Los SE, SG y ASG se conocen como esteroles conjugados.

128 ACOSTA. Op. cit, p. 22.

129 RINCON. Op. cit, p. 16.

130 Garcia, Aida, et al. An Analytical Simplification for Faster Determination of Fatty Acid Composition and
Phytosterols in Seed Oils [en linea]. En: Food Analytical Methods. Noviembre de 2017, vol. 11, p. 1234-1242.
[Consultado: 13 septiembre 2018]. Disponible en: https://doi.org/10.1007/s12161-017-1111-z.

131 ROMERO, Johannay VASQUEZ, Elsa. Fitoesteroles y Fitoestanoles: eficaces para la disminucion de lipidos
plasmaticos [en linea]. En: CES Salud Publica. Julio-Diciembre 2012, vol. 3, no. 2, p. 165-173. [Consultado: 13
septiembre 2018]. Disponible en: http://revistas.ces.edu.co/index.php/ces_salud_publica/article/view/2313/1550
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Imagen 9. Principales grupos de esteroles vegetales.
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Fuente: elaboracién propia, con base en AGUIRRE, Marta.
Evaluacién de fitoesteroles en aceites de semillas de girasol
modificadas genéticamente [en linea]. Tesis Doctoral.
Universidad de Sevilla, 2012. p. 12. [Consultado: 14 octubre
2018]. Disponible en:
https://dialnet.unirioja.es/servlet/tesis?codigo=57800

Tienen una estructura quimica muy similar a la del colesterol porque se derivan del
ciclopentanoperhidrofenantreno. Sin embargo, presentan algunas diferencias en las
gue se encuentra que los fitoesteroles poseen un grupo metilo o etilo en la cadena
lateral de la molécula. En el colesterol, esta cadena se forma por ocho carbonos
saturados. En cambio, los fitosteroles presentan 9 o 10 carbonos. Ademas, que
estos no son sintetizados o formados por el cuerpo humano.3?

En la naturaleza, se han identificado mas de 200 tipos diferentes de esteroles
vegetales en diversas especies de plantas, siendo los mas abundantes: el -
sitosterol, campesterol y estigmasterol, constituyendo el 95-98% de los fitoesteroles
identificados!33,

132 MUNOZ, Ana; ALVARADO, Carlos y ENCINA, Christian. Fitoesteroles y fitoestanoles: Propiedades
saludables [en linea]. En: Horizonte Médico. Julio-Diciembre 2011, vol. 11, no. 2, p. 93-100. [Consultado: 13
septiembre 2018]. Disponible en: http://doi.org/10.24265/horizmed

133 ROMERO. Op. cit. p. 168.

54


https://dialnet.unirioja.es/servlet/tesis?codigo=57800
http://www.horizontemedicina.usmp.edu.pe/index.php/horizontemed/manager/setup/

Imagen 10. Estructura de los fitoesteroles,
fitoestanoles y del colesterol.

Fitoesteroles Fitoestanoles
Estructura del colesterol
g Sitosesterol O Sitostanol
MO Campesterol mﬁ)\(
Stigmasterol o ﬁ)\r

Fuente: Silva, Paola, et al. Fuentes naturales de
fitoesteroles y factores de produccion que lo
modifican [en linea]. En: Archivos
Latinoamericanos de Nutricion. Enero 2016, vol.
66, no. 1, p. 017-024. ISBN: 0004-0622.
[Consultado: 09 septiembre 2018]. Disponible en:
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&
pid=S0004-
06222016000100002&Ing=es&nrm=iso&ting=es

1.5.1 B- Sitoesterol. Es un fitoesterol, con estructura similar a la del colesterol de
la grasa animal, se diferencia por la presencia de un grupo 3-etil en el C-24 de la
cadena lateral, lo que lo hace mas lipofilico. Todas las plantas, incluyendo las frutas,
verduras, granos, especies y semillas poseen este compuesto. Puede encontrarse
en concentraciones mayores en los aceites de plantas que son una fuente
particularmente rica en [B-sitosterol, el cual se utiliza en concreto para tratar la
hipertrofia prostatica benigna, en el tratamiento de hipercolesterolemia, asi como
para modular la funcion inmune, la inflamacién e interviene en el control de la
produccion de citocinas®®*.

134 PANIGUA, Rogelio. Evaluacién de la capacidad antigenotoxica, antioxidante e inmunoestimulante de
pteropodina y beta-sitosterol [en linea]. Tesis Doctoral en Ciencias Quimicobioldgicas. Instituto Politécnico
Nacional, 2010, p. 20. [Consultado: 28 octubre 2018]. Disponible en:
http://www.remeri.org.mx/portal/REMERI.jsp?id=0ai:tesis.ipn.mx:123456789/10628
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Imagen 11. Molécula de 3-sitosterol.
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OH

Fuente: FERNANDES, P y CABRAL,
J.M.S. Phytosterols: Applications and
recovery methods [en linea]. En:
Bioresource Technology. Septiembre,
2007, vol. 98, p. 2336. ISSN: 0960-
8524. [Consultado: 04 febrero 2019].
Disponible en:
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2006.
10.006

1.5.2 Campesterol. Es un fitosterol, caracterizado por el grupo hidroxilo en la
posicion C-3 del esqueleto esteroideo y los enlaces saturados en toda la estructura
del esterol, con la excepcion del doble enlace 5-6 en el anillo B. Los fitosteroles se
producen naturalmente en pequefias cantidades en los aceites vegetales, uno de
estos complejos de fitosterol, aislado del aceite vegetal, es la colestatina, compuesta
de campesterol, estigmasterol y brasicasterol, y se comercializa como un
suplemento dietético®®.

135 NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION. Campesterol [en linea]

[Consultado:

18

agosto 2019].

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Campesterol
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Imagen 12. Molécula de Campesterol

HO

Fuente: FERNANDES, P y CABRAL,
J.M.S. Phytosterols: Applications and
recovery methods [en linea]. En:
Bioresource Technology. Septiembre,
2007, vol. 98, p. 2336. ISSN: 0960-
8524. [Consultado: 04 febrero 2019].

Disponible en:
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2006.
10.006

1.5.3 Ergosterol. Es un esterol vegetal que se compone de cuatro anillos
aromaticos y una cadena lateral para un total de 28 atomos de carbono, se
diferencia del colesterol en el &tomo de carbono adicional (grupo metilo) en C-24,
asi como en otros dobles enlaces entre los carbonos 7: 8 y 22:23. También tiene 2
grupos metilo angulares en los carbonos 10 y 13. Sus productos de oxidacién se
han estudiado como componentes principales de los extractos de plantas debido a
su contribucion y posibles beneficios para la salud como un precursor biolégico de
la vitamina D2 y propiedades farmacoldégicas importantes. Estos incluyen la
reduccion del dolor relacionado con la inflamacion, la reduccion de la incidencia de
enfermedades cardiovasculares, las actividades antimicrobianas y antitumorales
probadas en modelos animales y sistemas celulares!36.

136 ARIAS, Andrés y Gil, Diana. Estandarizacion de la técnica cromatografia de gases capilar para la
identificacion y cuantificacion de fitoesteroles en semillas de Luffa Cylindrica [en linea]. Trabajo de grado
Quimico Industrial. Universidad Tecnoldgica de Pereira, 2012, p. 34. [Consultado: 30 septiembre 2018].
Disponible en: http://recursosbiblioteca.utp.edu.co/tesisd/textoyanexos/66028423A696.pdf
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Imagen 13. Molécula de Ergosterol.

HO

Fuente: FERNANDES, P. y CABRAL,
J.M.S. Phytosterols: Applications and
recovery methods [en linea]. En:
Bioresource Technology. Septiembre,
2007, vol. 98, p. 2336. ISSN: 0960-8524.
[Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible
en:

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2006.10.
006

1.5.4 Estigmasterol. Es un esterol vegetal insaturado que esta presente en las
semillas oleaginosas y en una serie de hierbas medicinales. Entre los usos mas
importantes del estigmasterol se encuentra que es un precursor de la vitamina Ds.
Investigaciones han indicado que el estigmasterol puede ser util en la prevencion
de los canceres, incluidos los ovarios, la préstata, la mama y el colon'®’.

Imagen 14. Molécula de Estigmasterol.

H

Fuente: FERNANDES, P y CABRAL,
J.M.S. Phytosterols: Applications and
recovery methods [en linea]. En:
Bioresource Technology. Septiembre,
2007, vol. 98, p. 2336. ISSN: 0960-8524.
[Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible
en:

https://doi.org/10.1016/j.biortech.2006.10.
006

137 ARIAS, Op. cit., p. 35.
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1.5.5 Solubilidad de los fitoesteroles. Debido a su naturaleza lipofilica, los
fitoesteroles exhiben una solubilidad minima en soluciones acuosas. Su solubilidad
en grasas y aceites dependera de las propiedades de la grasa / aceite, asi como de
la temperatura. En general, los fitoesteroles se disuelven mejor en aceites mas
polares y esto puede atribuirse a la naturaleza parcialmente polar de los
fitoesteroles, que es impartida por el grupo hidroxilo*38.

A fin de mejorar la solubilidad de la grasa, se introdujo la esterificacion de los
fitoesteroles con acidos grasos poliinsaturados de cadena larga a fines de la década
de 1980. Esta técnica aumento en diez veces la solubilidad de los fitoesteroles en
la grasa y permitio la incorporacion de esteroles en productos alimenticios a base
de grasas, como la grasa vegetal. Entre los ésteres de fitosterol, aquellos con un
mayor numero de dobles enlaces y una cadena de acidos grasos mas larga son
mas solubles. Estas caracteristicas también estan asociadas con una disminucién
en el punto de fusién, lo que hace que estos fitoesteroles sean mas faciles de
incorporar en la matriz alimentaria®*.

1.5.6 Fuentes de obtencion de los fitoesteroles. Las principales fuentes de
fitoesteroles en la dieta basica son los aceites vegetales y las margarinas en la dieta
occidental, mientras que en los paises asiaticos son las verduras y los productos de
soya. El pany los cereales también pueden contribuir significativamente a la ingesta
total de fitoesteroles. Las margarinas de aceite de cereal contienen
aproximadamente un 0,5% de fitoesteroles, verduras y frutas de menos de un 0,05%
(segun su porcién comestible), excepto los brotes de cebada, frijoles y guisantes,
gue contienen entre 0, 1y 0,2%. Algunas semillas también son fuentes abundantes:
las semillas de girasol y sésamo tienen de 0.5 a 0.7% y las leguminosas pueden
tener hasta 0.22%. Otra fuente bien utilizada es el destilado de desodorizacion
(DOD), que es un subproducto en la refinacion de aceites vegetales como el girasol
y los aceites de soja, por ejemplo. El proceso de refinacion comprende varias
etapas. El ultimo de ellos, la desodorizacién, es un proceso de transferencia de
masa mediante el cual algunas sustancias se evaporan del aceite a altas
temperaturas (230 a 270 °C) y se reducen las presiones (0 a 1000 Pa). El destilado
obtenido constituye del 0,1 al 0,3% del aceite y contiene del 8 al 20% del esterol'4°,

1.5.7 Beneficios de los fitoesteroles. Estos compuestos son el grupo de
nutracéuticos mas estudiado, con beneficios para la salud que han sido reconocidos
durante mas de siete décadas. Los primeros estudios sobre fitoesteroles se llevaron
a cabo en los afios veinte y treinta, donde demostraron que la alimentacion de

138 KALLINY, Silvana y ZAWISTOWSKI, Jerzy. Phytosterols and Phytostanols [en linea]. En: Encyclopedia of
Food Chemistry. Vancouver: Elsevier, 2019, p. 290-296. [Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/B978-0-08-100596-5.21760-5. ISBN.978-0-08-100596-5.

139 1bid., p. 290-296.

140 HUNG, Blanca, et al. Fitoesteroles. Parte 2: Fuentes de obtencion, formas de uso y posicién actual en el
mercado [en linea]. En: Cenic. Mayo-Agosto 2008, vol. 39, no. 2, p. 98. ISSN: 0253-5688. [Consultado: 04
febrero 2019]. Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=181214890009.
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animales con una dosis de 2 g de fitoesteroles consumidos diariamente durante tres
a cuatro semanas'#! produjo una inhibicién de la hipercolesterolemia inducida por
el consumo de colesterol, siendo muy eficaz para atenuar el riesgo de cardiopatia
coronaria, a traves de sus efectos hipocolesterolémicos, que son una funcién de su
estructura quimica'#?. Ademas, entre las acciones atribuidas a los fitoesteroles se
encuentran sus efectos anticancerigenos, antiinflamatorios, anti-Ulceras,
antioxidantes, bactericidas y fungicidas43.

El efecto hipocolesterolémico que tienen se atribuye a tres acciones metabdlicas:
inhiben la absorcion intestinal del colesterol al competir en la incorporacion del
colesterol a las micelas mixtas; disminuir la esterificacion del colesterol en los
enterocitos mediante la inhibicion de la actividad de la acetil-colesterol-acilo
transferasa (ACAT), y estimulan la salida de colesterol de los enterocitos a la luz
intestinal al aumentar la actividad y la expresion de un transportador de tipo ABC.

La accidon combinada de esteroles y / 0 estanoles sobre estos mecanismos produce
una disminucion en el colesterol total en plasma y el colesterol LDL, sin modificar
los niveles de colesterol HDL44,

1.5.8 Mercado. Existe una marcada tendencia a nivel mundial para aumentar el
consumo de alimentos funcionales, ya que el concepto de una dieta saludable es
cada vez mas popular, debido a sus efectos preventivos y nutritivos. En los Ultimos
afos, ha aumentado el interés en el uso de los fitosteroles como ingredientes de
alimentos funcionales y formulaciones nutracéuticas para la reduccion del
colesterol, e indirectamente, para la prevencion de las enfermedades
cardiovasculares, por lo que segun la informacion proporcionada por Grand View
Research, inc., el mercado mundial de fitoesteroles crecerd a una tasa anual
prevista de 7,2% entre 2014 y 2020'** debido a sus diferentes usos y aplicaciones.
Recientemente se han desarrollado métodos novedosos para la extraccion de
lipidos de fuentes vegetales, como el ultrasonido y la asistida con microondas, pero
estos han sido menos estudiados para los fitosteroles y aiin no han alcanzado un
nivel de explotacion industrial. Es por ello, que la tendencia actual en el uso de los
fitosteroles se centra principalmente en su consumo como suplemento nutricional y
como aditivo en alimentos funcionales, este Ultimo es el mas generalizado, con las

141 KALLINY, Op. cit. p. 296-297

142 MUNOZ, Op. cit, p. 93-100

143 AGUIRRE, Marta. Evaluacion de fitoesteroles en aceites de semillas de girasol modificadas genéticamente
[en linea]. Tesis Doctoral. Universidad de Sevilla, 2012. p. 19. [Consultado: 14 octubre 2018]. Disponible en:
https://dialnet.unirioja.es/servlet/tesis?codigo=57800

144 DE ADA, Jorgelina. En: Universidad Fasta. [sitio web]. Argentina: Galletitas de salvado con aceite de canola
y fitoesteroles. [Consultado: 28 octubre 2018]. Archivo pdf. Disponible en:
http://redi.ufasta.edu.ar:8080/xmlui/bitstream/handle/123456789/435/2010_N_063.pdf?sequence=1

145 GRAND VIEW RESEARCH, INC. Phytosterols market to grow at 7.2% CAGR from 2014 to 2020. [en linea].
[Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible en: https://www.grandviewresearch.com/press-release/global-
phytosterols-market
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margarinas suplementadas con fitosteroles como producto lider, principalmente, de
las firmas Cognis, ADM y Raisio, que controlan un 79 % del mercado total'46.

Tabla 4. Principales productos comerciales con fitoesteroles en el mercado de los alimentos
funcionales.

Producto Compuesto Tipo de producto Productor Pais
(Nombre activo
comercial)
Benecol Fitostanil éster Margarina, queso Raisio’s Group EE. UU, Europa
crema, leche,
yogurt
Take Control Fitostanil éster Margarina, alifios Lipton/Unilever EE. UU, Europa
Phytrol Fitosteroles Variado Forbes Meditech Canada
Reducol Phytrol Variado Novartis Varios
Cholesterol Reducol Tabletas Twinlabs Co. EE. UU
Success
Cholestatin Fitosteroles Tabletas Degussa Bioactives EE. UU
Traco Labs
Logicol Fitosteroles Leche, spreads Meadow Lea Australia
Moducare Fitosteroles Cépsulas blandas, Essential Sterolin Sudéfrica
tabletas Prod
Saw Palmetto Fitosteroles y otros  Capsulas blandas Varios EE. UU, Europa,
Africa

Fuente: HUNG, Blanca, et al. Fitoesteroles. Parte 2: Fuentes de obtencion, formas de uso
y posicion actual en el mercado [en linea]. En: Cenic. Mayo-Agosto 2008, vol. 39, no. 2, p.
98. ISSN: 0253-5688. [Consultado: 04 febrero 2019]. Disponible en:
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=181214890009

Los fitoesteroles se comercializan en una gran cantidad de formas: como
nutracéuticos, formulados en forma de tabletas, cdpsulas y en polvo. También se
han agregado como aditivos en alimentos funcionales como la margarina, productos
lacteos (leche, yogur), aceites comestibles, edulcorantes, etc. Y recientemente se
han afladido en productos cosméticos como champu y cremas por su accién
humectante y regeneradora de la piel*4’.

1.6 PRUEBA LIEBERMANN-BURCHARD

Se han propuesto varios ensayos colorimétricos para la identificacion vy
cuantificacion de derivados de esterol. La reaccion descrita en 1885 por Liebermann
y luego aplicada al analisis de colesterol por el procedimiento colorimétrico de
Burchard es la més utilizada para el analisis de esteroles. Propuesto originalmente
para la determinacion clinica de los colesteroles, la reaccion de Liebermann-
Burchard también se ha utilizado con resultados satisfactorios para el analisis
cualitativo-cuantitativo de esteroles de matrices de origen animal y vegetal#2,

146 HUNG., Op. cit. p. 97.

147 1bid., p. 100.

148 ARAUJO, Larissa, et al. Total phytosterol content in drug materials and extracts from roots of
Acanthospermum hispidum by UV-VIS spectrophotometry [en linea]. En: Brazilian Journal of pharmacognosy.
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Imagen 15. Reaccién de Liebermann-Burchard.
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Fuente: FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS. Reacciones de identificacion y
propiedades de los lipidos - Cromatografia en capa fina. En: FCV. [sitio web].
Venezuela: Reacciones de identificacion y propiedades de los lipidos TLC. [Consultado:
23 marzo 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http:/iwww.fcv.luz.edu.ve/images/stories/catedras/bioquimica_i/identificacion_propieda
des.pdf

El anhidrido acético se usa generalmente como un medio para la precipitacion
simultanea de las proteinas y la extraccion del colesterol total presente en diferentes
fluidos, ya que este reactivo puede reaccionar con el colesterol, en presencia de
acidos fuertes y en ausencia de agua, asi como con otros esteroles relacionados
porque tienen como estructura de base el ciclopentanoperhidrofenantreno, que
causa un cambio de color debido a la deshidratacion que se produce para la
formacion de dienos que forman un complejo de color rosa, violeta, azul y verde.
Este complejo coloreado se forma haciendo reaccionar anhidrido acético con el
grupo hidroxilo en la posiciéon Cs del anillo del colesterol*4°.

1.7 TECNICAS CROMATOGRAFICAS

A continuacion, se describe la técnica de cromatografia de gases, utilizada en la
deteccion de compuestos bioactivos, y los procesos de preparacién de muestra
involucrados en la determinacion de fitoesteroles de acuerdo a la busqueda
bibliografica realizada.

1.7.1 Extraccion en Fase Soélida (SPE). La extraccion en fase sélida, corresponde
a una técnica de preparacién y separacion basada en los fundamentos de
cromatografia liquida. Es utilizada para limpiar la muestra antes de un proceso de
cuantificacion de analitos objetivo, permitiendo la purificacion de la matriz de analisis
(eliminando las interferencias presentes en la misma), el mejoramiento simultaneo

Septiembre- Octubre de 2013, vol. 23, p. 736-737. [Consultado: 17 abril 2019]. Disponible en:
https://doi.org/10.1590/S0102-695X2013000500004

149 MONTEALEGRE, Catalina. Etnobotanica preliminar del Espingo (Ocotea quixos (Lam.) Kosterm.) en la
medicina tradicional indigena inga, pruebas fitoquimicas y evaluacion de la actividad antimicrobiana [en linea].
Trabajo de grado. Bidloga. Pontificia Universidad Javeriana, 2011. p. 28-48. [Consultado: 17 abril 2019].
Disponible en:
https://repository.javeriana.edu.co/bitstream/handle/10554/8875/tesis813.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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de la separacion selectiva y la detecciéon de los compuestos de interés'>®. La SPE
es comunmente utilizada en la preparacion de muestras para analisis por
cromatografia liquida (HPLC), cromatografia de gases (GC), espectrometria de
masas Y electroforesis®®!.

La técnica funciona bajo las interacciones electrostaticas, idnicas, Van der Waals,
etc., por lo que consiste en el paso de la muestra (liquida o gaseosa) a través de un
soporte solido, de modo que los analitos se absorben en el mismo y luego son
eluidos teniendo en cuenta su afinidad entre la fase movil (solventes de lavado y
elucion) y el sélido absorbente'®2, Este proceso se lleva a cabo mediante 4 etapas:
acondicionamiento del instrumento (cartucho, placa o disco), introduccién o carga
de la muestra, eliminacion o lavado del material indeseado y elucion selectiva de las
sustancias deseadas?®®3,

Las fases estacionarias o absorbentes utilizadas en esta técnica son generalmente
de silica gel o modificaciones de la misma, acompafiadas de moléculas apolares
como cadenas alquilo, aromaticos y moléculas polares o con polaridad intermedia
que poseen radicales: diol, OH, CN y NH2'*, Estas fases fijas poseen tamarios de
particula alrededor de 40 um, tamafios de poro de 60 A, en promedio!®® y se
encuentran en cartuchos de vidirio, polipropileno u otros polimeros inertes.

La extraccion en fase sélida, corresponde a una de las técnicas utilizadas en
algunas metodologias para la preparacion de lipidos y separacion de fitoesteroles,
facilitando la diferenciacion de los esteroles libres de aquellos que son
insaponificables, mediante la utilizacion de solventes organicos como hexano y
acetato de etilo como fase movil*®,

150 DE LA SERNA, David. Nuevas tendencias en preparacion de muestras. En: Agilent Technologies [sitio web].
Santa Clara: Agilent Technologies - Opciones de columna para HPLC y UHPLC. [Consultado: 25 mayo 2019].
Disponible en: https://www.agilent.com/cs/library/slidepresentation/public/1-
Nuevas%?20tendencias%20en%20Extraccion%20en%20Fase%20Solida%20(SPE)-
8%20Marzo%20Almiral%20version%202.pdf

151 ARIAS, Op. cit., p. 22-23.

152 TEKNOKROMA ANALITICA SA. Extraccion en fase solida. En: Tk [sitio web]. Barcelona: Extraccion en fase
sélida SPE. [Consultado: 18 mayo de 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://www.teknokroma.es/UserFiles/Filtracion/682.pdf

153 DE LA SERNA. Op. Cit., p. 3

154 ARIAS. Op. Cit., p. 22

155 FERNANDEZ, Juliana y ARCILA, Luisa. Estudio de la fraccién insaponificable obtenida del aceite extraido
de la semilla de la Luffa Cylindrica. [en linea]. Tesis para optar el titulo de Tecndlogo Quimico. Universidad
Tecnolégica de Pereira, 2008. p. 20-21. [Consultado: 02 julio 2019]. Disponible en:
https://docplayer.es/27921376-Estudio-de-la-fraccion-insaponificable-obtenida-del-aceite-extraido-de-la-
semilla-de-la-luffa-cylindrica.html

156 ARIAS. Op. Cit., p. 24
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Imagen 16. Esquema de los cartuchos utilizados en la exaccién en fase
solida.

Acondicionamiento Adicion de muestra Lavado Elucién

Analito J | L

Fuente: elaboracion propia, con base en ARIAS, Andrés y GIL, Diana.
Estandarizacion de la técnica cromatografia de gases capilar para la
identificacion y cuantificacion de fitoesteroles en semillas de Luffa Cylindrica
[en linea). Tesis de pregrado para optar al titulo de Quimico Industrial.
Universidad Tecnolégica de Pereira, 2012. p. 25. [Consultado: 30
septiembre  2018]. Disponible en: https://docplayer.es/68304332-
Estandarizacion-de-la-tecnica-cromatografia-de-gases-capilar-para-la-
identificacion-y-cuantificacion-de-fitoesteroles-en-semillas-de-luffa-
cylindrica.html

1.7.2 Cromatografia de Gases (CG). Consiste en una técnica de separacion e
identificacion de compuestos semivolatiles o volatiles presentes en mezclas
complejas (insecticidas, pesticidas, plaguicidas derivados de petroleo, aceites,
acidos grasos y esteroles'®’), usada cominmente para confirmar la presencia de un
compuesto en una matriz o0 muestra, mediante la comparacion del cromatograma
de ésta Ultima, con la de un estandar!®®, La técnica se caracteriza por la utilizacion
de una fase estacionaria (la cual se encuentra fija en el sistema) y una fase movil
que se desplazada a través de la fase anterior, de modo que pueda realizarse la
separacion del compuesto de interés!®®,

Para el funcionamiento del equipo es necesario un gas portador (fase movil)
almacenado en una bala de presion controlada; la muestra es normalmente
volatilizada e introducida en el inyector que se encuentra previamente calentado,
alli se diluye en acompafiamiento del gas portador inerte que pasa por una columna
normalmente capilar (en la cual se encuentra fija la fase estacionaria) hasta llegar

157 bid., p. 26

158 GUTIERREZ M.C y DROGUET M. La cromatografia de gases y la espectrometria de masas: identificacion
de compuestos causantes de mal olor. En: CORE [sitio web]. Inglaterra: The Open University. [Consultado: 23
Julio 2019]. Archivo pdf. Disponible en: https://core.ac.uk/download/pdf/41780740.pdf

158 ARIAS. Op. Cit., p. 21
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al detector'®®, la columna se encuentra ubicada en el interior de un horno que puede
programarse en funcion de la temperatura.

La velocidad en la que migran los componentes y de manera simultanea, el tiempo
de retencion de los mismos en la columna, sera consecuencia de la distribucion
entre la fase estacionaria y la fase movil*¢l. Cada analito presente en la muestra de
analisis, posee una afinidad distinta hacia la fase estacionaria, o que provoca que
se mueva lenta o rapidamente en el gas inerte. Estas variaciones en la movilidad de
los componentes, permite que los mismos se separen en zonas discretas que
pueden estudiarse de forma cualitativa o cuantitatival®?.

La cromatografia de gases, ha sido la técnica elegida para la determinacién y
cuantificacion de esteroles, debido a los cortos tiempos de analisis, menor
interferencia de pico y estabilidad térmica debido a la utilizacion de columnas
capilares en comparacién con las columnas empaguetadas?®?

Imagen 17. Esquema de un Cromatdgrafo de Gases.

I Jeringa

C _/> Detector
Ty — -1
wr
Regulador de Puerto de
presion inyeccion
=

Columna

Sistema de datos

Horno

Gas de arrastre

Fuente: TORO, Natalia y SUAREZ, Liseth. Obtencion y caracterizacion del
aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (Uva Isabella) y evaluacion de su
actividad antioxidante [en linea]. Tesis de pregrado para optar al titulo de
Quimico Industrial. Universidad Tecnologica de Pereira, 2012. p. 64.
[Consultado: 23 Julio 2019]. Disponible en:
http://recursosbiblioteca.utp.edu.co/tesisd/textoyanexos/66029T686.pdf

160 FERNANDEZ. Op. Cit., p. 20

161 |bid., p. 36

162 TORO, Natalia y SUAREZ, Liseth. Obtencion y caracterizacion del aceite de las semillas de Vitis labrusca L.
(Uva Isabella) y evaluacion de su actividad antioxidante [en linea]. Tesis de pregrado para optar al titulo de
Quimico Industrial. Universidad Tecnoldgica de Pereira, 2012. p. 63-64. [Consultado: 03 mayo 2019]. Disponible
en: http://recursosbiblioteca.utp.edu.co/tesisd/textoyanexos/66029T686.pdf

163 DA COSTA, Paulo, et al. Phytosterols and tocopherols content of pulps and nuts of Brazilian fruits [en linea].
En: Food Research International. Julio, 2010, vol. 43, p. 1603. [Consultado: 04 febrero 2019]. ISSN: 0963-9969.
Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.foodres.2010.04.025
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En la cromatografia de gases se utilizan tres tipos de inyeccion de muestras, estas
son: plit, plit-less y on column. Siendo las dos primeras utilizadas para la
vaporizaciéon (en una camara destinada para este proceso) e inyeccion de la
muestra. Sin embargo, el modo Split, envia una pequefia parte de la muestra hacia
la columna, dejando una fraccion por fuera del sistema cromatogréfico. El segundo
modo, envia la muestra en completo hacia la columna; siendo esta opcién
normalmente utilizada para muestras que poseen componentes muy volatiles o para
andlisis de trazas. Finalmente, el modo on column no posee la etapa de
vaporizacién, por lo que la inyeccion se lleva a cabo en frio; resulta util para el
andlisis de componentes muy sensibles a la temperatural®4.

1.7.2.1 Detectores. Corresponden a dispositivos que miden los compuestos en la
corriente de la fase movil o gas portador. Los detectores generan una sefial, que es
producto de la comparacion entre el gas portador libre y el gas portador llevando un
soluto(s) previamente separado(s) en la columnal®®,

1.7.2.2 Detector de lonizacion de llama (FID). Corresponde a uno de los
instrumentos mas utilizados en la cromatografia de gases, que posee selectividad
hacia moléculas organicas (aquellas que presentan enlaces C-H), lo que le permite
ser utilizado para el analisis de una amplia variedad de compuestos. Consiste en
una llama de hidrégeno mezclada con aire, que se pone en contacto con la muestra
después de que ésta sale de la columna, lo que genera iones y electrones que son
captados por un electrodo colector, situado en la parte superior de la llama. El
detector mide la corriente idnica producida en el proceso?¢®.

La sefial generada por la quema de las sustancias organicas, es proporcional al
contenido de atomos presente en la muestra analizada, por lo que este detector, se
considera sensible a la masa mas que a la concentraciontt’.

1.7.2.3 Espectrémetro de Masas. La utilizacién de este detector permite conocer
la masa molecular de los compuestos analizados y su informacion estructural®,
esto se realiza mediante la medicién de la masa propia de las moléculas que han
sido convertidas a iones. La técnica consiste entonces, en la ionizacion de la
muestra, esto se realiza normalmente mediante impacto electronico (IE) en
condiciones de vacio. En este proceso, un haz de electrones de elevada energia,
choca las moléculas neutras de la muestra gaseosa, ocasionando la ionizacion y
por lo tanto el desprendimiento de un electron (la técnica genera habitualmente una
carga residual positiva), el proceso también genera fragmentacion de iones debido
al exceso de energia. Luego, las especies cargadas son repelidas por una placa de
carga positiva con el fin de desviarlas y expulsarlas de la corriente de electrones,

164 GUTIERREZ. Op. Cit., p. 36
165 TORO. OP. Cit., p. 65

166 |pid., p. 68

167 ARIAS. Op. Cit., p. 29

168 FERNANDEZ. Op. Cit., p. 22
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posteriormente las particulas son atraidas hacia un colector por campos magnéticos
0 eléctricos, y separadas de acuerdo a su carga y masa. El espectrometro mide la
relacién masa/carga (m/z) de los iones formados en el proceso'®°,

De acuerdo a lo mencionado, un espectrometro de masas esta conformado por un
sistema de entrada, de vacio, de sefial y de lectura, una fuente de iones, un
analizador de masas y un detector!’®. Un esquema del equipo, se muestra a
continuacion:

Imagen 18. Esquema de un Espectrometro de Masas.

Muestra
M 105 -10% torr |
: m | |
Sistema de »| Fuente Analizador
| entrada de iones de masas Detector |
| |
il et v T ENSCRLU R,
Sistema Procesador
de vacio de la senal

3
Dispositivo
de lectura

Fuente: UNIVERSIDAD DE ALICANTE. Espectrometria de masas. En:
RUA [sitio web]. Alicante: Repositorio Institucional RUA. [Consultado:
24 febrero 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
https://rua.ua.es/dspace/bitstream/10045/8249/4/T5masas.pdf

1.7.2.4 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS).
En algunos analisis cualitativos mediante cromatografia, pueden existir sustancias
gue presentan comportamientos similares bajo las mismas condiciones, por lo que
la comparacion de éstas sustancias frente a las de un estandar se dificulta, en estas
circunstancias, técnicas acopladas que combinan la separacién de compuestos
mediante cromatografia y la capacidad de identificacion de analitos como
espectroscopia de masas, resulta una de las mejores tecnologias para analisis
cualitativo de muestras®’*.

169 TORO. OP. Cit., p. 66.

170 UNIVERSIDAD DE ALICANTE. Espectrometria de masas. En: RUA [sitio web]. Alicante: Repositorio
Institucional RUA. [Consulta 24 febrero 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
https://rua.ua.es/dspace/bitstream/10045/8249/4/T5masas.pdf

171 GUTIERREZ. Op. Cit., p. 36

67



Una vez producida la separacion de los compuestos en la columna cromatografica,
y por consiguiente, su respectiva elucion. Los analitos se introducen de manera
sucesiva al espectrometro de masas, donde cada uno es identificado en funcién de
su espectro de masas y registrado con la forma de un pico cromatogréfico, que
posee un area proporcional a la concentracion del componente detectado!’?. El
acoplamiento de estos dos instrumentos debe realizarse, asegurandose de que la
presion atmosférica con la que salen los compuestos del cromatografo, se reduzca
al vacio (alrededor de 10-°torr) para la entrada al espectrometro’s.

1.7.2.5 Derivatizacion en Cromatografia de Gases. La derivatizacion,
corresponde a uno de los procedimientos previos a la cromatografia de gases, es
utilizada para suministrar informacion adicional acerca de la identidad del
compuesto que se analiza, facilitar la separacibn de moléculas que posean
enantiomerismo mediante el alargamiento o disminucion del tiempo de retencion, y
mejorar la deteccion del analito de interés utilizando reacciones de alquilacion,
acilacion y siliacién, siendo esta Ultima, una de las mas utilizadas en GC'74.

Algunos compuestos esteroidales o de naturaleza fitosterol, contienen en su
estructura el grupo hidroxilo (OH), los cuales, sin aplicacion de procesos de
derivatizacién, generan picos ineficientes que disminuyen la sensibilidad y
selectividad de deteccion'’®, debido a esto, es necesario someter los compuestos a
reacciones de siliacion, en la cual el hidrégeno labil del grupo hidroxilo, es
reemplazado por un grupo trimetilsililo, lo cual genera productos de reaccidén mas
estables (térmicamente) y volatiles, facilitando la deteccién del analito!’®.

172 |bid., p. 37

173 L OPEZ, Juan. Estandarizacion de la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
para la identificacion y cuantificacion de metilésteres de acidos [en linea]. Trabajo de grado para optar al titulo
de Tecndlogo Quimico. Universidad Tecnologica de Pereira, 2008. p. 27. [Consultado: 29 mayo 2019].
Disponible en: https://core.ac.uk/download/pdf/71395469.pdf

174 ARIAS. Op. Cit., p. 36

175 1bid., p. 37

176 RODRIGUEZ, Jose, et al. Optimizacion de un método para determinacion de fitoesteroles y escualeno en
acidos grasos destilados usando la metodologia de superficie de respuesta y su validacién [en linea]. En:
Revista Mexicana de Ciencias Farmacéuticas. Octubre — Diciembre, 2014, vol. 45, no. 4, p. 2. [Consultado: 04
febrero 2019] ISSN: 1870-0195. Disponible en:
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1870-01952014000400005
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Imagen 19. Reaccion de la derivatizacién de un esterol.
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CH,
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Fuente: ARIAS, Andrés y GIL, Diana. Estandarizacion de la técnica cromatografia de gases
capilar para la identificacion y cuantificacion de fitoesteroles en semillas de Luffa Cylindrica
[en linea]. Tesis de pregrado para optar al titulo de Quimico Industrial. Universidad
Tecnoldgica de Pereira, 2012. p. 37. [Consultado: 30 septiembre 2018]. Disponible en:
https://docplayer.es/68304332-Estandarizacion-de-la-tecnica-cromatografia-de-gases-
capilar-para-la-identificacion-y-cuantificacion-de-fitoesteroles-en-semillas-de-luffa-
cylindrica.html
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2. METODOLOGIA
2.1 SELECCION DE PARAMETROS — TECNICAS DE EXTRACCION

El MAE como se ha mencionado es una alternativa para la extraccion que implica
el calentamiento por microondas, su efecto depende en gran medida de la constante
dieléctrica, los compuestos quimicos y la naturaleza del disolvente; en los ultimos
anos, esta técnica se ha utilizado para la extraccion de diferentes materiales dentro
de los que se incluyen semillas. En contraste, metodologias como la EUA, implican
el uso de ondas de ultrasonido generadas por un bafio de agua o una sonda
ultrasénica que producen la ruptura celular de especies vegetales y facilitan la
extraccion de diversos compuestos por el fenobmeno de la cavitacion, esta
tecnologia es ampliamente atil en la realizacion de extracciones verdes y su
aplicacion resulta econdmicamente viable en areas de alimentos y extractos
naturales’’. Por otro lado, metodologias de extraccion como Soxhlet, han sido
técnicas estandar durante mas de un siglo, actualmente siguen utilizandose para
diversas investigaciones y los métodos basados en esta, siguen siendo los puntos
de referencia frente a las cuales se mide el desempefio de las nuevas
tecnologias'’8. Debido a lo anterior, se seleccionaron estas tres técnicas de
extraccion para evaluar el rendimiento de aceite extraido de una fuente novedosa
como lo es un residuo agroindustrial, utilizando solventes mas limpios y
ecoldgicamente amigables.

La seleccién de parametros de las técnicas seleccionadas, se basa entonces en
una busqueda bibliogréafica de diversos documentos, de modo que pueda conocerse
y agruparse las condiciones de operacion utilizadas en varios procesos extractivos.
Algunos de los articulos que se presentardn en este capitulo, realizaron la
evaluacion de algunas condiciones de operacion para la extraccion de compuestos
bioactivos, por lo cual los parAmetros que se consignaron en la tablas siguientes,
corresponden a las condiciones mas favorables seleccionadas por los autores; otros
documentos solo realizan experimentos extractivos con condiciones previamente
establecidas, por lo cual también se consignaron los valores de los parametros
utilizados en la realizacion de los experimentos. Para los articulos en los cuales se
utilizaba etanol, se presentaron las condiciones a las cuales se realizaron ensayos
utilizando el disolvente mencionado. A continuacion, se describen los articulos
encontrados para cada método.

177 CASTEJON, Natalia; LUNA, Pilar y SENORANS, Francisco J. Alternative oil extraction methods from Echium
plantagineum L. seeds using advanced techniques and green solvents [en linea]. En: Food Chemistry. Abril,
2018, vol. 244, p. 75-82. [Consultado: 27 febrero 2019]. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2017.10.014.

178 DUQUE DE CASTRO, M.D y PRIEGO-CAPOTE, F. Soxhlet extraction: Past and present panacea [en linea].
En: Journal of Chromatography A. Abril, 2010, vol. 1217, p. 2383-2389. [Consultado: 04 febrero 2019]. DOI:
10.1016/j.chroma.2009.11.027.
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2.1.1 Parametros para la hidrodestilacion asistida por microondas (MAHD).
Recientemente, ha aumentado el interés relacionado con las nuevas tecnologias,
incluidos los nuevos métodos de extraccion, por ello se han realizado varios
estudios para explorar esta técnica dado que se han extraido de manera eficiente
diferentes clases de compuestos, incluidos aromas, fenoles, pesticidas y
especialmente aceites esenciales!’®. Sin embargo, a pesar de las numerosas
investigaciones sobre el MAHD, hasta ahora no hay ninguna informacion disponible
acerca de este tratamiento para esta materia prima. Teniendo en cuenta esto, se
consideraron las variables mas relevantes para la extraccion que influyen en el
rendimiento del aceite como lo es el tiempo, la relacion sélido / liquido y la potencia.
Finalmente, los resultados obtenidos de la literatura se comparan para asi
seleccionar las condiciones de extraccion optimas que se van a utilizar para este
estudio.

En el cuadro 3 se presentan algunos ejemplos del efecto del tratamiento térmico
asistido por microondas, en donde se emple6 como materia prima el fruto de
aguacate mas explicitamente el mesocarpio.

Cuadro 3. Condiciones de operacién para el tratamiento térmico asistido por microondas
realizadas en el fruto de aguacate.

Articulo o i
# ; Pais/Afio Parametros Rango
Titulo Autor
Proniedades fisi MASA (g) 100
ropiedades nisicas y México Eter de petréleo -
quimicas del aceite JIMENEZ, Ma SOLVENTE Hexano
1 | de aguacate obtenido Elena. et al
de puré deshidratado : TIEMPO 1h
por microondas 2001 POTENCIA Funcién de
descongelamiento
Cambios en el perfil MASA (g) 20
de A&cidos grasos vy DORANTES, Meéxico
microestructura._ de Lidia, SOLVENTE Hexano (1:5)
2 GUZMAN
aguacate Hass Geroni ,I TIEMPO 30-60s
tratado con ercl):;umoy : 2008
microondas osa POTENCIA 700 W
Microwave México MASA (g) = d20 ]
processing of SOLVENTE ~=in adicion ae
3 | avocado: Volatile DS;QN;(EIS’ disolvente o agua
flavor profiling and ’ 2008 TIEMPO 30s
olfactometry POTENCIA 633 W

179JEYARATNAM, Nitthiyah, et al. Essential oil from Cinnamomum cassia bark through hydrodistillation and
advanced microwave assisted hydrodistillation [en linea]. En: Industrial Crops & Products. Diciembre, 2016, vol.
92, p. 57-66. [Consultado: 09 febrero 2019]. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.indcrop.2016.07.049.

71



Cuadro 3. (Continuacion).

Articulo

# 5 Pais/Afo Parametros Rango
Titulo Autor
Effect of microwave MASA (g) 100
treatment on enzyme China Sin adicién de
4 inacﬂvationh anc]i( ZHOU,t Lilnyan, SOLVENTE disolvente o agua
quality change o eta
defatted avocado 2016 TIEMPO 80s
puree during storage POTENCIA 11 Wig

Fuente: elaboracién propia.

En el articulo No. 1, los autores JIMENEZ, Ma Elena, et al'®, realizaron la extraccion
de aceite de muestras deshidratadas por microondas y horno eléctrico, mediante
reflujo de disolvente durante un periodo de tiempo de 6 horas, en un extractor
Soxhlet, utilizando éter de petrdleo y hexano. El secado por microondas se llevo
acabo a una potencia total de 1200 W durante un periodo de una hora con intervalos
de tiempo de 15 minutos, obteniendo asi un rendimiento de 87.5% con hexano y
82,5% con éter de petroleo. Por otro lado, para el secado mediante horno eléctrico,
se utilizé una temperatura de 70 °C durante 12 horas, logrando un rendimiento del
80% utilizando hexano y un 76% utilizando éter de petréleo; donde se obtuvieron
los mejores rendimientos para ambos métodos de secado utilizando hexano como
disolvente. Ademas, se informa que la mayor estabilidad oxidativa proviene de las
muestras deshidratadas con microondas, posiblemente debido a la inhibicién de las
enzimas de polifenoloxidasa que ocasionan reacciones de oscurecimiento y la
lipasa que acelera las reacciones oxidativas. En el cual los resultados de la
caracterizacion del aceite obtenido del aguacate tratado con microondas son
analogos a los del aceite comercial y a los reportados en la literatura.

Por otro lado, en el articulo No. 2, DORANTES, Lidia; GUZMAN, Gerénimo y |.
Rosa'®!l evaluaron el efecto de este tratamiento en el perfil de acidos grasos y
microestructura en el puré de aguacate, encontrando que el acido oleico (63.5%) es
el componente mayoritario, seguido del acido palmitico (18,7%), linoleico (8.67%) y
palmitoleico (6.20%), lo que indica que el tratamiento con microondas tiene un
efecto positivo en la calidad del producto. Ademas, los acidos grasos trans no se
producen, sin embargo, si hay cambios en la microestructura del puré de aguacate
tratado con microondas. Las muestras irradiadas a una potencia de salida de 700
W durante tiempos menores de 40 s, conservaron la forma de las células, causando

180 JIMENEZ, Ma Elena, et al. Propiedades fisicas y quimicas del aceite de aguacate obtenido de puré
deshidratado por microondas [en linea]. En: Revista de la Sociedad Quimica de México. Abril, 2001, vol. 45, no.
2, p. 89-92. [Consultado: 09 febrero 2019]. Disponible en:
http://www.scielo.org.mx/pdf/rsgm/v45n2/v45n2a9.pdf. ISSN: 0583-7693.

181 DORANTES, Lidia, GUZMAN, Gerénimo y |. Rosa. Cambios en el perfil de acidos grasos y microestructura
de aguacate Hass tratado con microondas [en linea]. En: Archivos Latinoamericanos de nutricion. Septiembre,
2008, wvol. 58, no. 3, p. 298-302. [Consultado: 17 febrero 2019]. Disponible en:
http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0004-06222008000300013. ISSN: 0004-0622.
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solo una modificacion minima. En cambio, cuando el puré es tratado con
microondas a tiempos mayores de 60 s, se observaron &reas de rotura de las
paredes y membranas celulares, liberando el aceite que contienen, de la misma
manera que se produce mayor cantidad de compuestos volatiles procedentes de la
oxidacion de los lipidos, lo que podria afectar la propiedad sensorial de este
producto.

En el documento No. 3, DORANTES, Lidia, et al'®? estudiaron el efecto del tiempo
de microondas, el pH y las hojas de este fruto, en el perfil volatil del aguacate
utilizando la metodologia de superficie de respuesta y el analisis de dilucién de
extracto de aroma (AEDA) para evaluar los cambios en la composicion del olor. Los
analisis de la superficie de respuesta mostraron valores maximos para compuestos
volatiles derivados de la oxidacion de lipidos a altos niveles de tiempo de
microondas y bajos valores de pH. La condicién 6ptima para preparar el puré de
aguacate fue a una potencia de 633 W, con un tiempo de calentamiento de 30 s, pH
de 5.5y 1% de hojas. Demostrando que, mediante este tratamiento combinado, la
pérdida de sabor se minimiza y da como resultado un producto con un sabor
caracteristico de esta fruta, de la misma manera que se obtiene una mejor retencion
de color y luminosidad, cuando se procesa el puré en un horno microondas.

Finalmente, ZHOU, Linyan, et al*® en el articulo No. 4, evaluaron el efecto de las
diferentes densidades de potencia (11, 7.7 y 4.4 W / g), aplicando el tratamiento con
microondas (MW) para analizar la inactivacién del polifenol oxidasa (PPO), la
pectina metilesterasa (PME), asi como cambios en la clorofila, en el contenido
fendlico total y en la calidad sensorial, como el color y la reologia, durante 4
semanas de almacenamiento a 4 °C. Observando que mas del 80% de la PPO podia
inactivarse en 80 s a 11 W / g, siendo estas condiciones en las que el contenido
fendlico total aumentd en un 29,41% y se produjeron pérdidas insignificantes en el
contenido de clorofila a y b. Ademas, durante el almacenamiento, la actividad de
PME no se detectd, en cambio la actividad de PPO en las muestras no tratadas
aumento6 continuamente al 250%, mientras que, para las muestras tratadas con MW,
la actividad de PPO se mantuvo constante alrededor del 20%. Probando que el
tratamiento con microondas podria disminuir considerablemente la actividad de la
PPO y ayudar a preservar la calidad sensorial y nutricional durante el
almacenamiento a 4 °C.

182 DORANTES, Lidia, et al. Microwave processing of avocado: Volatile flavor profiling and olfactometry [en
linea]. En: Innovative Food Science and Emerging Technologies. Mayo, 2008, vol. 9, no. 4, p. 501-506.
[Consultado: 30 enero 2019]. DOI: 10.1016/j.ifset.2008.05.003.

183 ZHOU, Linyan, et al. Effect of microwave treatment on enzyme inactivation and quality change of defatted
avocado puree during storage [en linea]. En: Innovative Food Science and Emerging Technologies. Octubre,
2016, vol. 37, p. 61-67. [Consultado: 18 febrero 2019]. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ifset.2016.08.002.
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Al ser la semilla de aguacate una fuente de aceite poco utilizada, es fundamental
establecer similitudes en relacién con otras semillas oleaginosas que presenten
caracteristicas similares, es por esto que en el cuadro 4 se relnen una serie de
referencias bibliograficas, en cuanto a los estudios basados en la extraccion de
aceite de semillas, mediante tratamiento térmico asistido por microondas.

Cuadro 4. Condiciones de operacién para la extraccién de aceite de semillas oleaginosas
usando tratamiento térmico asistido con microondas.

Articulo s .
# ; Pais/Afio  Parametros Rango
Titulo Autor
MASA (g) 4
El Proceso Asistido por Colombi Etanol:
Microondas (MAP™): GARC|A, J A, olombia SOLVENTE Hexano (60
5 aplicaciones para la ~ PARE, Jy mL)
extraccion de aceite de BELANGER,J. M TIEMPO 120 s
palma 2000
POTENCIA 125 W
Green procedure with a MASA (g) 30
reen solvent for fats and . Y .
gils' determination Francia O- Himoneno;
! - VIROT, Matthieu, SOLVENTE @ Hexano (300
6 Microwave- integrated ot al mL)
Soxhlet using limonene ' .
followed by microwave 2008 TIEMPO 13 min
Clevenger distillation POTENCIA 720 W
Effect of pretreatment with rén MASA (9) 100 300
i idati Hexano
; ;rj[:icgic;i\é\)//aves on oxidative AZADMARD, SOLVENTE mL)(
and nutraceuticals content Sodet, et al. TIEMPO 120 - 240s
of oil from rapeseed 2010 POTENCIA 800 W
Optimizacion  de las Argentina MASA (9) 45
variables de pretratamiento RAMOS, Luciana, SOLVENTE Hexano
8 ' (microondas) en la ot al .
extraccion de aceite de ' 2014 TIEMPO S5 min
canola POTENCIA 607 W
Oxidation  stability and MASA (g) 20
compositional Malasia
9 characteristics of oils from ABBAS. M. et al SOLVENTE Hexano
microwave roasted T ' TIEMPO 12 min
pumpkin  seeds during 2017 POTENCIA 510 W

thermal oxidation
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Cuadro 4. (Continuacion).

Articulo

# 5 Pais/Afo Parametros Rango
Titulo Autor
Improvement of MASA (9) 20
supercritical CO2 and n- ) Serbia Hexano
1o hexane extraction of wild DURBEVIC, SOLVENTE (250 mL)
growing pomegranate Sanja, et al. :
seed oil by microwave 2017 TIEMPO 6 min
pretreatment POTENCIA 600 W
MASA (g) 40
Effects of heat treatment Japén No
17 under low  moisture MIZUTANI, SOLVENTE reporta
conditions on the protein Yukiko, et al.
and oil in soybean seeds 2019 TIEMPO 10s
POTENCIA 500 W

Fuente: elaboracién propia.

De acuerdo a lo anterior, los autores GARCIA, J; PARE, J.R y BELANGER, J. M184,
En el articulo No. 5, estudiaron la posibilidad de utilizar los procesos asistidos por
Microondas (MAP), para la extraccion de aceite de palma, usando una potencia de
125 W, durante 120 s, comparada con el método tradicional de Soxhlet. En el que
se usa una relacién muestra: solvente (M: S) equivalente a 1:15, empleando como
solvente el hexano y agregando 2 mL de etanol como modificador. Encontrando que
los valores son practicamente los mismos; siendo los promedios registrados para el
aceite en el orden de 6,79% usando la metodologia de Soxhlet y usando la
determinacién con MAP, 6,56% con una desviacion estandar relativa (rsd) de 4,23
y 3,65%, respectivamente. Por otro lado, se evidencié que se obtienen mayores
rendimientos de aceite, cuando se aplica mayor potencia. Ademas, cuando se usa
como disolvente etanol para MAP, se obtienen mayores rendimientos de aceite
comparados con los de referencia usando Soxhlet. De igual forma, se obtienen
mejores resultados cuando se emplea etanol para Soxhlet que utilizando hexano,
presentando un color mas oscuro.

Mientras en el estudio que realizan VIROT, Matthieu., et al'® en el articulo No. 6,
se describe un procedimiento alternativo verde, para la determinacion de aceites y
grasas de semillas de olivo, en el que se usa una extraccién Soxhlet integrada con
microondas, utilizando como disolvente D-limoneno, seguido de una destilacién
Clevenger para la eliminacion del solvente. Las condiciones de operacion fueron

184 GARCIA, J, PARE, J.R y BELANGER, J. M. The Microwave Assisted Process (MAP™)1: Applications to the
extraction of palm oil [en linea]. En: Palmas. 2000, vol. 21, p. 371-384. [Consultado: 18 febrero 2019]. Disponible
en: https://publicaciones.fedepalma.org/index.php/palmas/article/download/854/854/

185 VIROT, Matthieu, et al. Green procedure with a green solvent for fats and oils’ determination Microwave-
integrated Soxhlet using limonene followed by microwave Clevenger distillation [en linea]. En: Journal of
Chromatography A. Julio, 2008, vol. 1196-1197, p. 147-152. [Consultado: 11 febrero 2019]. DOI:
10.1016/j.chroma.2008.04.035.
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720 W para la potencia de irradiacion, 13 minutos para el tiempo de extraccion y
una relacién soluto: solvente (1:10), obteniendo un rendimiento del 44.9% que
comparadas con las extracciones soxhlet convencionales realizadas con n-hexano
(40.3%), no se obtuvieron diferencias significativas en términos de determinacion
cualitativa y cuantitativa.

Por otro lado, en el articulo No. 7, AZADMARD, Sodeif, et al‘® estudiaron el efecto
del pretratamiento de microondas sobre el rendimiento de extraccion de aceite de
canola, su actividad oxidativa y su contenido de nutracéuticos. Segun el documento,
la canola se traté previamente con microondas durante dos tiempos (2 minutos y 4
minutos) y luego se extrajo el aceite con una prensa. Sin embargo, para comparar
los resultados, también se extrajo aceite de canola no tratada con disolvente y
prensa. Los resultados mostraron que el aceite extraido con disolvente tenia el
mayor contenido de fitosterol. Asimismo, se observé que aumentar el tiempo de
tratamiento con microondas puede aumentar el rendimiento de extraccion del aceite
(en un 10%), los fitoesteroles (en un 15%) y los tocoferoles (en un 55%) extraidos
por presion. Ademas, se encontré que el aceite extraido de canola no tratada por
presiéon tuvo la estabilidad oxidativa mas baja (1 h); esto se incrementé a 8 h
mediante el tratamiento previo de la canola con microondas. Por lo tanto, a partir de
los resultados obtenidos, los autores sugieren tratar la canola con microondas (800
W) antes de la extraccion de aceite con una prensa, ya que proporciona una
recuperacion relativamente buena de aceite, con una gran cantidad de
nutracéuticos, y puede producir aceite con una vida util mas larga.

En contraste, RAMOS, Luciana et al*®’ en el articulo No. 8, investigaron la
optimizacién de las variables de pretratamiento (microondas) en la extraccion de
aceite de canola, donde las semillas tratadas como sin tratar se sometieron con
antelacién a una molienda para luego ser irradiadas a una potencia de 457 Wy 607
W, con tiempos de 4,2 y 5,0 minutos y una humedad de 5,2 y 5,7% b.s. Aplicaron,
la metodologia de superficie de respuesta para el andlisis de las variables (humedad
inicial del grano y tiempo de tratamiento para microondas). Posteriormente, usando
una extraccion soxhlet, durante 4 h y como disolvente (n-hexano), obtuvieron un
rendimiento de aceite mas alto (50,9 % b.s.) con el tratamiento previo de 607 W, en
comparacion con (48,5 b.s.) aplicando una potencia de 457 W. En el que el
rendimiento disminuy6 a mayor humedad inicial de la muestra. Sin embargo, no se
ven afectados los indices de calidad del aceite o se encuentran diferencias
significativas en el contenido de tocoferoles entre las muestras tratadas o sin tratar.

186 AZADMARD, Sodeif, et al. Effect of pretreatment with microwaves on oxidative stability and nutraceuticals
content of oil from rapeseed [en linea]. En: Food Chemistry. Agosto, 2010, vol. 121, no. 4, p. 1211-1215.
[Consultado: 04 marzo 2019]. DOI: 10.1016/j.foodchem.2010.02.006.

187 RAMOS, Luciana, et al. Optimizacion de las variables de pretratamiento (microondas) en la extraccion de
aceite de canola [en linea]. En: AMADO, Jorge y FITO, Pedro. International Conference on Food Innovation
Food Innova. Tercera edicion. Concordia (Argentina): UNER, 2014. p. 85-95. [Consultado: 30 marzo 2019].
Disponible en: https://eduner.uner.edu.ar/public/ebooks/-international-conference-on-food-innovation-
foodinnova-2014.154637101908.pdf. ISBN 978-950-698-379-6.
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Aunque, se observa una disminucion en el indice de peréxidos tratado a la maxima
potencia.

El articulo No. 9, corresponde al estudio que llevan a cabo ABBAS, M, et al'®, en el
cual se investigo el efecto del tratamiento por microondas antes de la extraccion de
aceite sobre la estabilidad oxidativa, la composicion de acidos grasos y las especies
de triacilglicerol de los aceites de semilla de calabaza. Notando que las semillas
tratadas fueron las més resistentes a la formacion de productos de oxidacion de
lipidos. Ademas, los contenidos de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) se
redujeron a 97%, y los &cidos grasos saturados (SFA) se incrementaron a 102.6%
en muestras tratadas (510 W durante 12 minutos), después de 9 h de calentamiento.
En comparacion, con las muestras no tratadas en donde los contenidos de PUFA
se redujeron a 84.7% y los SFA se incrementaron a 119.5% después de 9 h de
calentamiento. Lo que reveld que el tratamiento previo con microondas modifico
significativamente la composicién, el rendimiento (38.3%) y mejord notablemente la
estabilidad oxidativa de los aceites durante el calentamiento.

Posteriormente, en la investigacion de DPURDEVIC, Sanja, et al'® (articulo No. 10)
sugirieron también la radiacion de microondas como técnica de pretratamiento para
aumentar el rendimiento del aceite en la semilla de granada. Las semillas se
pretrataron a 100, 250 y 600 W durante 2 y 6 minutos y luego se extrajeron con
diéxido de carbono supercritico (scCO2) en una unidad de alta presién, asi como
con n-hexano en el aparato Soxhlet. Incluso en el nivel mas bajo de microondas, los
parametros aplicados (100 W durante 2 min) aumentaron el rendimiento del aceite
de semilla obtenido por ambas técnicas de extraccibn en comparacion con las
semillas no tratadas. El rendimiento maximo de aceite en la extraccion Soxhlet
(36.3%) se obtuvo con una radiacién de microondas de 600 W durante 6 min,
mientras que para la extraccion de scCO2 el rendimiento maximo de aceite (27.2%)
fue de 250 W durante un tratamiento previo de radiacion de microondas de 6 min.
La composicién cualitativa y cuantitativa de los acidos grasos de los aceites
obtenidos se determin6 mediante GC-FID y GC/MS. El &cido punicico fue el acido
graso mas abundante en el aceite de semilla de granada (> 60%). Lo que demostro
que el tratamiento con microondas de las semillas de granada antes de la extraccion
aumenta el rendimiento de aceite sin un efecto negativo en la composicién de los
acidos grasos.

188 ABBAS, M, et al. Oxidation stability and compositional characteristics of oils from microwave roasted pumpkin
seeds during thermal oxidation [en linea]. En: International Journal of Food Properties. Marzo, 2017, vol. 20, no.
11, p. 2569-2580. [Consultado: 04 marzo 2019]. Disponible en: https://doi.org/1080/10942912.2016.1244544

189 DURPEVIC, Sanja, et al. Improvement of supercritical CO2 and n-hexane extraction of wild growing
pomegranate seed oil by microwave pretreatment [en linea]. En: Industrial Crops & Products. Octubre, 2017,
vol. 104, p. 21-27. [Consultado: 09 febrero 2019]. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.indcrop.2017.04.024.
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Por Ultimo, en el articulo No. 11, MIZUTANI, Yukiko, et al**®® investigaron los efectos
del autoclave y el calentamiento por microondas sobre la proteina y el aceite en las
semillas de soja en condiciones de baja humedad. En donde el indice de solubilidad
del nitrégeno (NSI) disminuyé con el calentamiento, reduccién que estuvo
acompafada por un aumento el tamafio y la deformacién de los cuerpos oleosos en
el tejido celular de las semillas. Por otro parte, el andlisis de electroforesis en gel de
dodecil sulfato de sodio y poliacrilamida (SDS-PAGE), revel6 que la lipoxigenasa
era susceptible a la desnaturalizacion por calor, pero las globulinas 7S y 11S solo
se desnaturalizaron parcialmente. Posteriormente, mediante las mediciones de
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) se confirmd la
desnaturalizacion parcial de las proteinas. En base a estos resultados, los autores
indican que el calentamiento por microondas (500 W durante 10 s) es mas eficiente
para cambiar la distribucion de aceite en las semillas y que, por otro lado, el grado
de desnaturalizacién de la proteina es menor que por el calentamiento por
autoclave.

De acuerdo con lo anterior, para profundizar y hacer una seleccion adecuada de las
condiciones de operacion, fue esencial tomar como referencia articulos en los que
se utilice la hidrodestilacién asistida con microondas, ya que este es el tipo de
configuracion que se va a utilizar para este estudio y teniendo en cuenta que en la
mayoria de los estudios que se revisaron previamente, esta técnica se ha utilizado
como pretratamiento, pero no como método de extraccion, siendo importante para
establecer la relacion entre el tiempo y la potencia de irradiacion. Los articulos se
enumeran a continuacion:

Cuadro 5. Condiciones de operacion para la extraccion de aceite utilizando hidrodestilacion
asistida por microondas.

Articulo o i
# . Pais/Afio Parametros Rango
Titulo Autor
A novel approach for MASA (g) 19 mL/g
isolation of essential oil China . o
from fresh leaves of CHEN, Felgli; SOLVENTE Eter etilico
12 Magnolia sieboldii using = ZU, Yuangang TIEMPO 33 min
microwave-assisted y YANG, Lei. 2015
simultaneous distillation POTENCIA 550 W
and extraction
Essential oil from Malasia MASA (9) 25 le P/p)
i i ua
Cinnamomum cassia bark JEYARATNAM. SOLVENTE q %I |
13 | through hydrodistillation Nitthivah. et al estilada
and advanced microwave yan, ' 2016 TIEMPO 90 min
assisted hydrodistillation POTENCIA 250 W

190 MIZUTANI, Yukiko, et al. Effects of heat treatment under low moisture conditions on the protein and oil in
soybean seeds [en linea]. En: Food Chemistry. Marzo, 2019, vol. 275, p. 577-584. [Consultado: 27 marzo 2019].
Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.09.139.
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Cuadro 5. (Continuacion).

#

14

15

16

17

18

Articulo
Titulo

Microwave assisted hydro-
distillation of essential oils
from wet citrus
peel waste

Coaxial microwave assisted
hydrodistillation of essential

oils from five
different herbs (lavender,
rosemary, sage, fennel

seeds and clove buds):
Chemical composition and
thermal analysis

Microwave-assisted

Hydrodistillation for
Extraction of Essential Oil
from Patchouli
(Pogostemon cablin)
Leaves

Kinetic studies on extraction

of essential oil from
sandalwood (Santalum
album) by microwave

air-hydrodistillation method

Parameter optimization in
microwave-assisted
distillation of
frankincense essential oil

Fuente: elaboracion propia.

Pais/Afio
Autor
UK
BUSTAMANTE,
Julen, et al
2016
Italia
GONZALEZ,
José, et al
2016
Indonesia
KUSUMA, H. S. y
MAHFUD, M.
2017
Indonesia
KUSUMA, H. S.y
MAHFUD, M.
2017
Francia
TURK,
Mohammad, et al
2018

Parametros
MASA (g)

SOLVENTE

TIEMPO

POTENCIA

MASA (g)

SOLVENTE

TIEMPO

POTENCIA
MASA (g)

SOLVENTE

TIEMPO
POTENCIA
MASA (g)

SOLVENTE

TIEMPO
POTENCIA
MASA (g)

SOLVENTE

TIEMPO
POTENCIA

Rango

100
Agua
desionizada
(L)

5 min; 15
min
785 W; 250
W
100 -
Relacion
(W/' S) 5:1
Agua
desionizada
(500 mL)
30-120
min
300 W
20
Agua
desionizada
(400 mL)

126 min
600 W

20
400 mL
(1:20)
120 min
600 W
1:5 (p/p)
Agua
destilada
48 min

2 W/g

En el articulo No.12, CHEN, Felgli; ZU, Yuangang y YANG, Lei'®%, desarrollaron un
enfoque novedoso para aislar el aceite esencial de las hojas frescas de Magnolia
sieboldin, utilizando la destilacion y extraccion simultaneas asistidas por microondas

191 CHEN, Felgli, ZU, Yuangang y YANG, Lei. A novel approach for isolation of essential oil from fresh leaves of
Magnolia sieboldii using microwave-assisted simultaneous distillation and extraction [en linea]. En: Separation
and Purification Technology. Septiembre, 2015, vol. 154, p. 271-280. [Consultado: 09 febrero 2019]. Disponible
en: http://dx.doi.org/10.1016/j.seppur.2015.09.066.
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(MSDE). La cual fue comparada con los métodos tradicionales como,
hidrodestilacion convencional (HD) en términos de cinética, composicién quimica
del aceite esencial y efecto economico. Donde para optimizar los parametros del
MSDE evaluaron la relacion liquido-solido, el tiempo y la potencia de irradiacion.
Encontrando que el método propuesto produjo un mayor rendimiento de aceite
esencial (0.94 + 0.05%) en un tiempo mas corto (33 minutos) a una potencia de
irradiacion de 550 W, lo que causé un menor impacto ambiental y econdmico.
Ademas, el aceite esencial producido por este método no produjo cambios
sustanciales en su composicion quimica a través de la cromatografia de gases y el
andlisis por espectrometria de masas.

Por otro lado, en el articulo No. 13, JEYARATNAM, Nitthiyah, et al*®? extrajeron
aceites volatiles de la corteza de Cinnamomum cassia, mediante métodos de MAHD
y HD. Donde los efectos del tratamiento previo y los cambios morfoldgicos antes y
después de la extraccion se observaron a través de la microscopia electrénica de
barrido (SEM), que revelo que la extraccion a través de MAHD fue mas eficiente sin
una ruptura destructiva observable de la glandula del aceite. Ademas, el analisis de
espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) mostro que todos los
compuestos presentes en el aceite de la corteza de Cinnamomum cassia extraido
a través de HD también estaban presentes en el MAHD. Por otra parte, el analisis
de la composicion que se realizO mediante una cromatografia de gases:
espectrofotometria de masas (GC — MS) revelé que el MAHD produce un 9% mas
de compuestos oxigenados que la HD, utilizando un nivel de potencia de
microondas de 250 W durante aproximadamente 90 minutos. Por lo tanto, se
encontré que la técnica MAHD es mucho mas rentable y respetuoso con el medio
ambiente, lo que reduce la emision de diéxido de carbono en un 59%.

Mientras que, en el articulo No. 14, BUSTAMANTE, Julen, et al'® estudiaron una
técnica alternativa basada en MAHD para extraer con éxito el aceite esencial
presente en los residuos de cascaras de citricos, en el que las condiciones 6ptimas
se determinaron de la siguiente manera: un primer paso donde la biomasa se
mezcla con agua relacion (1:1.5) y dos pasos subsiguientes usando diferentes
potencias de irradiacion 785 W durante 5 minutos, seguido de 250 W durante 15
minutos, manteniendo siempre una presion constante de 300 mbar. En donde el
rendimiento del aceite esencial obtenido en las naranjas por MAHD fue mayor (1.8
+ 0.1% b.s) comparado con el obtenido por hidrodestilacién convencional (1.7 +
0.1%; b.s). Donde la aplicabilidad de esta metodologia se probd con éxito en otras
variedades de naranjas y citricos, lo que permite la posibilidad de aplicar MAHD con
otras materias primas de desecho.

192 JEYARATNAM, Op. cit., p. 57-66

193 BUSTAMANTE, Julen, et al. Microwave assisted hydro-distillation of essential oils from wet citrus peel waste.
[en linea]. En: Journal of Cleaner Production. Noviembre, 2016, vol. 137, p. 598-605. [Consultado: 09 febrero
2019]. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/jclepro.2016.07.108.
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En el articulo No. 15, GONZALEZ, José, et al'® aislaron aceites esenciales de cinco
hierbas diferentes utilizando un dispositivo tipo Clevenger con asistencia de
microondas, las cuales se aplican por medio de una antena coaxial y por
hidrodestilacion convencional (HD). Donde el andlisis del comportamiento térmico y
la estabilidad del aceite esencial (OE) se realizaron mediante termogravimetria (TG)
y termogravimetria acoplada a espectrometria infrarroja (TG-FTIR), lo cual mostro
gue el comportamiento térmico de OE se describe por la volatilizacion de sus
compuestos principales y que no se produce degradacion térmica. EI EO mas volatil
fue el romero, mientras que el EO de clavo mostro la mayor estabilidad térmica. En
el que los diversos tipos de sustratos obtuvieron una alta concentracion de
monoterpenos oxigenados, utilizando 500 W de potencia con tiempos de extraccion
de 30 minutos para el romero y la salvia, mientras que para las semillas secas
(hinojo y clavo) fue de 120 minutos, lo que hace que MAHD sea una tecnologia
deseable con una ampliacion prometedora en el desarrollo de la extraccion verde
sélido-liquido.

Por otra parte, en el articulo No. 16, KUSUMA, H. S. y MAHFUD, M, optimizaron
un método para el aislamiento de aceites esenciales de hojas de pachuli, que es
uno de los materiales de base utilizados en perfumeria y cosmética. Donde el
método MAHD ofrece importantes ventajas sobre HD, menor tiempo de extraccion
(126 min vs. 417 min para HD); mejores rendimientos (2.7227% v/w vs. 2.6132 viw
para HD) y proporciona un aceite esencial (EO) més valioso (con altas cantidades
de compuestos oxigenados). Utilizando una relacién soluto/solvente 1:20,
irradiacion de 600 W (75% de potencia) durante 126 minutos. Segun estos
resultados, el MAHD puede denominarse como métodos de extraccion "verdes"
desde el punto de vista del consumo de energia.

En el articulo No. 171°, estos mismos autores examinaron el efecto de la presencia
y ausencia de flujo de aire adicional al método de hidrodestilacién por microondas,
para extraer aceite esencial de sandalo. Las extracciones se realizaron con una
potencia de 600 W; la proporcion de la materia prima a extraer y el disolvente fue
de 0.05 g mL? y el tiempo de extraccion de 120 minutos. Las velocidades de flujo
de aire utilizadas fueron 0.1, 0.5, 1.5, 3.0 y 5.0 L / min. Los resultados de la
investigacion muestran que la extraccion de aceite de sandalo con flujo de aire es
mas rapida, produce mayores rendimientos (1.3170% con un caudal de 5.0 L /min).

194 GONZALEZ, José, et al. Coaxial microwave assisted hydrodistillation of essential oils from five different herbs
(lavender, rosemary, sage, fennel seeds and clove buds): Chemical composition and thermal analysis. [en linea].
En: Innovative Food Science and Emerging Technologies. Febrero, 2016, vol. 33, p. 308-318. [Consultado: 17
marzo 2019]. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.ifset.2015.12.011.

195 KUSUMA, H. S. y MAHFUD, M. Microwave-assisted Hydrodistillation for Extraction of Essential Oil from
Patchouli (Pogostemon cablin) Leaves [en linea]. En: Periodica Polytechnica Chemical Engineering. 2017, vol.
61, no. 2, p. 82-92. [Consultado: 18 marzo 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.3311/PPch.8676.

1% KUSUMA, H. S. y MAHFUD, M. Kinetic studies on extraction of essential oil from sandalwood (Santalum
album) by microwave air-hydrodistillation method [en linea]. En: Alexandria Engineering Journal. Julio, 2018,
vol. 57, no. 2, p. 1163-1172. [Consultado: 09  febrero  2019]. Disponible  en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.a€j.2017.02.007.
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La prueba de las propiedades fisicas del aceite de sandalo indica que el aceite
esencial obtenido para ambos métodos tiene la misma calidad (indice de refraccion
y gravedad especifica). Ademas, la prueba de las propiedades quimicas del aceite
muestra que la hidrodestilacion asistida por microondas con presencia de flujo de
aire tiene una mejor calidad (sabor).

En contraste el estudio realizado por TURK, Mohammad, et al*®*’ (articulo No. 18)
se compara la destilacion asistida con microondas (MAD) con el método
convencional de hidrodestilacion (HD) a diferentes densidades de potencia. Los
resultados mostraron que la extraccion por microondas puede resultar en una
reduccion sustancial (48 minutos contra 180 minutos como referencia) del tiempo
cuando se aplica una potencia de 2 W / g. Ademas, la energia consumida por el
nuevo proceso es 2,7 veces menor que la HD. Los resultados mostraron que la
actividad antioxidante de la OE podria mejorarse dependiendo de los parametros
de tratamiento de MW, debido a que se requiere una disminucién del 26,5% en el
aceite extraido por MAD a 1 W / g para lograr una inhibicion del 50% del radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) en comparacién con la HD, lo que sugiere una
posible degradacion de la actividad antioxidante relacionada con la degradacién
térmica de las moléculas responsables de esta actividad debido al alto poder de
calentamiento.

2.1.2 Parametros para la extraccién asistida por ultrasonido. Se ha demostrado
que la utilizacion de ultrasonido es una herramienta importante para el proceso
extractivo de compuestos (bioactivos) de plantas, frutas, hongos, entre otras
especies, las ondas ultrasénicas favorecen la ruptura de la pared celular de la
muestra, facilitando la penetracion del disolvente y mejorando la transferencia de
masa en el proceso'®®. Para la seleccion de las condiciones de operacion, fue
necesario consultar de manera previa, las caracteristicas del equipo disponible para
la extraccién, de modo que el rastreo bibliografico fuera préximo a las condiciones
actuales de experimentacion. El equipo disponible para realizar la extraccion de
aceite a partir de semillas de aguacate corresponde entonces, a un bafio ultrasénico
marca WiseClean con frecuencia de 40kHz y salida ultrasénica de 150 W.

Para la busqueda bibliografica, se tomaron como referencia articulos cientificos de
paises como Brasil, Espafia, Indonesia, Colombia, entre otros; en este rastreo, se
filtraron y utilizaron los documentos relacionados con la obtencién de aceite
utilizando la metodologia de extraccion mencionada; debido a que la informacion
sobre semillas de aguacate de la variedad Persea americana es escasa, fue

197 TURK, Mohammad, et al. Parameter optimization in microwave-assisted distillation of frankincense essential
oil [en linea]. En: Comptes Rendus Chimie. Junio, 2018, vol. 21, no. 6, p. 622-627. [Consultado: 09 febrero
2019]. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.crci.2018.03.001.

198 | AVILLA, Isela y BENDICHO, Carlos. Fundamentals of Ultrasound — Assisted Extraction [en linea]. En:
DOMINGUEZ H. y GONZALEZ. M. Water Extraction of Bioactive Compounds. Amsterdam, (Netherlands):
Elsevier, 2017. p. 291-316. [Consultado 9 marzo 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
809380-1.00011-5. ISBN: 978-0-12-809380-1
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necesario consultar los procesos extractivos de aceite en la pulpa del fruto, en otras
semillas oleaginosas y especies vegetales.

A continuacion, en el cuadro 6, se presenta la compilacion de articulos en los cuales
se realiza extraccion con bafio ultrasonico utilizando el fruto y semilla de aguacate
pertenecientes al género Persea. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente,
fue relevante reunir otros recursos bibliograficos relacionados con la extraccion de
aceite de especies oleaginosas que utilizan también esta metodologia de
extraccion, estos documentos se mencionaran mas adelante.

Cuadro 6. Listado de articulos sobre extracciones utilizando ultrasonido en fruto y semilla
de aguacate pertenecientes al género Persea.

Articulo o )
# » Pais/Afio Parametros Rango
Titulo Autor
The  preliminary RELACION 1:12
study of the dye - MUESTRA/SOLVENTE
extraction from the . Indonesia SOLVENTE Metanol
19 | avocado seed ARLENE, Ariestya,
) . etal. FRECUENCIA 37 kHz
using ultrasonic
assisted 2015 TEMPERATURA 70°C
extraction TIEMPO 20 min
RELACION _
MUESTRA/SOLVENTE = 1625
,\AA‘:)%C‘:I‘S]‘; seed:  secovia FJ, ~ Espafia SOLVENTE Agua
i CORRAL-PEREZ, FRECUENCIA 40 kHz
20 | extraction of 3.y ALMAJANO.
b|oact|ved M.P. TEMPERATURA 60°C
compounds
P 2016 TIEMPO -
RELACION 1:10
Exploration of MUESTRA/SOLVENTE ’
Brasil Etanol:
avocado by- TREMOCOLDI, SOLVENTE Agua
21 products as Maria. et al
natural sources of ' ' FRECUENCIA 40 kHz
bioactive TEMPERATURA 25°C
compounds 2018 TIEMPO 15 min
Fatty acid profile RELACION 110
and elemental MUESTRA/SOLVENTE )
content of REDDY, Mageshni, Sur SOLVENTE Hexano
avocado (Persea MOODLEY, Roshila Africa
22 americana  Mill) y JONNALAGADDA, FRECUENCIA -
oil —effect of Sreekanth B TEMPERATURA 60°C
extraction
methods 2012 TIEMPO 1h
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Cuadro 6. (Continuacién)

Articulo

# 5 Pais/Afo Parametros Rango
Titulo Autor
Optimization  of RELACION 1:6
ultrasound- MUESTRA/SOLVENTE
i . LVENTE Al
assisted aqueous  r,n chin xuan, et Malasia SO gua
p3 ©xtraction o al, FRECUENCIA 40 kHz
produce virgin
avocado oil with TEMPERATURA 35°C
low free fatty acids 2017 TIEMPO 30 min

Fuente: elaboracién propia

A continuacion, se exhibe la contextualizacion de los articulos seleccionados,
respecto a la implementacién de ultrasonido en muestras del género Persea:

El articulo No. 19, realizado por ARLENE, Ariestya, et al.'®® Consiste en una
investigacion de la influencia de la temperatura y la proporcibn muestra: solvente
(M: S) en el rendimiento de extraccion por ultrasonido de colorante natural y
contenido fendlico a partir de las semillas de Persea americana Mill; para el proceso
extractivo se emple6 un bafio ultrasonico con una frecuencia de 37 kHz y un periodo
de 20 min utilizando metanol como solvente. Las condiciones de evaluacion fueron
las siguientes: temperaturas de 30°, 40°, 50°, 60° y 70°C y proporciones muestra:
solvente de 1:3; 1:6; 1:9; 1:12 y 1:15 %p/p. Los autores mencionan que para el
disefio de experimentos realizado, la temperatura de extraccion y la relacién M:S no
afectan el rendimiento, el contenido fendlico o la intensidad de color del extracto, sin
embargo si existe una relacién entre éstas dos variables (Temperatura y relacion
M:S), pese a lo anterior, en el documento se reporta que el mayor rendimiento
obtenido corresponde a 22.56% utilizando una relacion M:S equivalente a 1:12 y
una temperatura de 70°C; mientras que el maximo contenido fendlico (314,38 mg
de equivalentes de acido galico GAE/gQ) y la intensidad de color, se presentaron a
una temperatura de 40°C y una proporcion M:S diferente. El articulo especifica que
incrementos en la temperatura disminuyen la viscosidad y la tension superficial del
disolvente en el proceso extractivo, lo anterior facilita la formacion de burbujas de
cavitacidon que permiten la penetracion en el sélido de muestra.

El articulo No. 20, realizado por SEGOVIA, F.J., CORRAL-PEREZ, JJ. y
ALMAJANO, M. P2 se fundamenta en la evaluacién del efecto de la temperatura
y potencia de ultrasonido en la extraccion de polifenoles de la semilla de aguacate

199 ARLENE, Ariestya, et al. The Preliminary Study of The Dye Extraction from The Avocado Seed Using
Ultrasonic Assisted Extraction [en linea]. En: Procedia Chemistry. Diciembre, 2015, vol. 16. p. 334-340.
[Consultado: 9 marzo 2019]. ISSN: 1876-6196. DOI: 10.1016/j.proche.2015.12.061

200 SEGOVIA, F.J., CORRAL-PEREZ, J.J. y AL SEGOVIA, F.J., CORRAL-PEREZ, J. J. y ALMAJANO, M.P.
Avocado seed: Modeling extraction of bioactive compounds [en linea]. En: Industrial Crops &amp; Products.
Marzo, 2016, vol. 85. p. 213-220. [Consultado 9 marzo 2019]. ISSN: 0926-6690. DOI:
10.1016/j.indcrop.2016.03.005
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Persea gratissima. Las semillas utilizadas poseian un diametro de particula
promedio de 2.19 mm antes de realizar la extraccion. Para la obtencion de
polifenoles se realizaron dos metodologias: 1) Extraccion batch (ultrasound-assisted
batch extraction UABE) empleando un bafio ultrasénico que posee una potencia
maxima de 130 W, una frecuencia de 40kHz, utilizando agua como solvente verde
y una relacion M:S de 1:62,5; para este procedimiento se evaluaron las siguientes
variables: temperaturas de 20°, 40° y 60° C y potencias de 0%, 40% y 80%; 2)
Extraccién continua (ultrasound-assisted continuous extraction UACE), compuesta
por una columna extractiva sumergida en un bafio ultrasénico a las mismas
condiciones mencionadas, y asistida por un bombeo continuo de agua fresca a
través de la columna (4.17 mL/min). Para los dos modos de extraccion se determino
el mejor ajuste de la cinética de extraccion encontrando que el equilibrio extractivo
es alcanzado en menos de una hora para el primer modo de extraccion si se utiliza
una temperatura de 60°C. El articulo menciona que para la extraccién UABE, existe
una relacion directamente proporcional entre la potencia del ultrasonido y la
extraccion de polifenoles, a 60°C utilizando potencias de 40% y 80%, se muestran
efectos ultrasénicos de 125% y 208% respectivamente. Para la extraccion UACE se
menciona que la concentracion de polifenoles es funcién del tiempo, donde el
contenido total de polifenoles (CTP) de los extractos, disminuye en la primera etapa
de extraccion conforme aumenta el tiempo, sin embargo, después de los 50
minutos, el CTP alcanza un equilibrio. Los autores concluyen que incrementos en la
temperatura y potencia de extraccion, repercuten en extractos con alto contenido de
polifenoles y capacidad antioxidante y que las mejores condiciones de extraccion
para UABE corresponden a una potencia de 80% y una temperatura de 60°C.

En el articulo No. 21, los autores TREMOCOLDI, Maria, et al.?°. Realizan una
evaluacion de las propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y la composicion
fendlica de residuos agroindustriales, especificamente semillas y cascaras de
aguacate de las variedades Hass y Fuerte. La extraccién de los compuestos
bioactivos se llevo a cabo utilizando un bafio ultrasénico con frecuencia de 40 kHz,
a temperatura ambiente (25°C) y un periodo de 15 minutos; en este proceso las
semillas y las cascaras fueron analizadas por separado empleando una relacién M:
S equivalente a 1:10 y utilizando una mezcla de etanol: Agua (80/20 v/v). Dentro de
las técnicas utilizadas para el analisis de los compuestos fendlicos se encuentra la
cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de diodos (HPLC-DAD) y
cromatografia liquida con analisis de espectrometria de masas (HPLC-MS), ésta
ultima se implementé con el fin de confirmar las identidades de los analitos
presentes en las muestras realizadas. Los autores resaltan que la extraccién
ultrasonica fue efectiva al disminuir el tiempo y costo del proceso extractivo, lo
anterior puede evitar el dafio térmico y aumentar la cantidad de compuestos
bioactivos.

201 TREMOCOLDI, Maria, et al. Exploration of avocado by-products as natural sources of bioactive compounds
[en linea]. En: Plos One. Febrero, 2018, vol. 13, no. 2. p. 1-12. [Consultado: 10 marzo 2019]. DOI:
10.1371/journal.pone.0192577
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El articulo No. 22 de los autores REDDY, Mageshni, MOODLEY, Roshila y
JONNALAGADDA, Sreekanth B2°2, Evallia 5 métodos para la obtencién de aceite:
extracccion soxhlet, ultrasonido, microondas, ultra-turrax y extraccion con fluidos
supercriticos, a partir del mesocarpio de las variedades de aguacate Hass y Fuerte.
Para las técnicas mencionadas se utilizé hexano como disolvente, a excepcion de
la extraccién con fluidos supercriticos donde se utilizé didxido de carbono. Para el
segundo proceso extractivo, se empled un bafio ultrasonico a 60°C durante un
periodo de una hora, el articulo no especifica la cantidad de solvente utilizado para
esta técnica, sin embargo, aclara que la cantidad de muestra utilizada equivale a 5
g. Los rendimientos arrojados para las metodologias aplicadas utilizando la variedad
Hass son los siguientes: 64,76%, 54,63%, 69,94%, 63,38% y 62,87%
respectivamente, siendo el mayor rendimiento el perteneciente a la extraccién con
microondas, mientras que los resultados arrojados por la extraccion Soxhlet
utilizando las dos variedades fueron los mas reproducibles.

Los autores TAN, Chin Xuan, et al?®®. En el articulo No. 23, estudian la extraccién
asistida por ultrasonido del aceite propio del mesocarpio del aguacate con bajos
contenido de &cidos grasos libres, utilizando el agua como disolvente. En el
documento se utilizd6 un bafio ultrasénico de 40 kHz de frecuencia y 240 W de
potencia; y para la extraccion de aceite, se evaluaron pardmetros como: tiempo de
sonicacion, temperatura y relacion agua/polvo (muestra molida), donde las
condiciones estudiadas fueron: 10, 20 y 30 minutos para la primera variable; 20, 30
y 40°C para la segunda; y 4, 5y 6 mL/g para la tercera. Segun los resultados del
disefio de experimentos realizado, los autores mencionan que la recuperaciéon de
aceite se afectd principalmente por la relaciébn agua/polvo utilizada, seguida del
tiempo de sonicacion y por ultimo la temperatura. En el documento se afirma, que
la extraccion de aceite aumentd cuando la temperatura y el tiempo de sonicacion se
incrementaron, para ésta Ultima variable, se utiliz6 como méaximo, un periodo
equivalente de 30 minutos con el objetivo de que los componentes bioactivos no se
degradaran; respecto a la proporcion agua/polvo utilizada, en el articulo se
menciona que la relacién equivalente a 6ml/g fue la condicién a la cual el porcentaje
de recuperacién de aceite fue mayor. Los autores aclaran que la cantidad de agua
utilizada en el proceso influencia el rendimiento y la tasa de extraccién de aceite,
sin embargo, una cantidad excesiva de este disolvente en el proceso ultrasénico,
puede reducir la transferencia de masa entre la muestra y el disolvente?%. El tiempo

202 REDDY, Mageshni; MOODLEY, Roshila y JONNALAGADDA, Sreekanth B. Fatty acid profile and elemental
content of avocado (Persea americana Mill.) oil -effect of extraction methods [en linea]. En:

Journal of Environmental Science and Health, Part B. Julio, 2012. vol. 47, no. 6. p. 529-537. [Consultado: 10
marzo 2019]. DOI: 10.1080/03601234.2012.665669

203 TAN, Chin Xuan, et al. Optimization of ultrasound-assisted aqueous extraction to produce virgin avocado oil
with low free fatty acids [en linea]. En: Journal of Food Process Engineering. Abril, 2018, vol. 41, no. 2, p. 1-9.
[Consultado: 12 marzo 2019]. DOI: 10.1111/jfpe.12656

204 LOU, Z., et al. Improved extraction of oil from chickpea under ultrasound in a dynamic system, citado por
TAN, Chin Xuan, et al. Optimization of ultrasound-assisted aqueous extraction to produce virgin avocado oil with
low free fatty acids [en linea]. En: Journal of Food Process Engineering. Abril, 2018, vol. 41, no. 2. p. 1-9.
[Consultado: 12 marzo 2019]. DOI: 10.1111/jfpe.12656
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y la temperatura de sonicacion, tuvieron un efecto sinérgico en la recuperacion del
aceite, siendo las condiciones més favorables para la obtencion de aceite con bajo
contenido de acidos grasos libres las siguientes: 30 minutos y una temperatura
equivalente a 35°C.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, la busqueda bibliogréfica realizada
sobre la extraccion de aceite a partir de la semilla de aguacate variedad Hass,
permitio evidenciar la ausencia de datos acerca de los procesos extractivos que
utilizan este tipo de residuo. Por lo cual surge la necesidad de reunir otros recursos
bibliograficos relacionados con la extraccion de aceite de especies oleaginosas que
utilizan también como metodologia de extraccion el bafio ultrasonico, los
documentos se enlistan a continuacion:

Cuadro 7. Listado de articulos sobre extracciones utilizando ultrasonido en diversas
especies oleaginosas.

Articulo L 3
# ; Pais/Afio Parametros Rango
Titulo Autor
RELACION
Ultrasonido en el CAMPO, MUESTRA/SOLVENTE )
procesamiento Yesenia; Colombia SOLVENTE Etanol
24 (homogenizacion, GELVEZ,
extraccion y Victor y FRECUENCIA 45 kHz
secado) de AYALA, TEMPERATURA 60°C
alimentos Alfredo 2018
TIEMPO 1lh
RELACION 16
CARDOSO, MUESTRA/SOLVENTE '
The extraction of Ricardo; Brasil SOLVENTE Etanol
o5 passion fruit oil DAVANTEL,
solvents GIMENES, TEMPERATURA 60°C
Marcelino 2013
TIEMPO 1lh
) RELACION 110
gﬂx‘i:ggg'gg'a para e MUESTRA/SOLVENTE :
, FUENTES, eruy Cloroformo:
aceite  de la Maria E. y Canada SOLVENTE metanol
26  Microalga ARANDA
Nannochloropsis Marlen D FRECUENCIA .
oculata  usando y TEMPERATURA 50°C
ultrasonido 2013 TIEMPO 45 min
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Cuadro 7. (Continuacién)

#

27

28

29

30

Articulo
Titulo Autor
Composicion  de
acidos grasos del
ace|§e de las MARRERO.
semillas de .
. ., David, et al.
Moringa oleifera
que crece en La
Habana, Cuba
Extraccién de
aceite asistida por
ultrasonido . de SPINELLA,
granos de Girasol .
) Maria, et al
de alto contenido
estearico alto
oleico
Extraccion
asistida por
ultrasonl_do oy SCHONS,
caracterizacion de .
. Jessica, et al
aceite de nuez de
Brasil (Bertholletia
excelsa H.B.K.)
Alternative oil
extraction )
methods from CASTEJON,
Echium N.; LUNA, P.
plantagineum L. oy
seeds using SENORANS,
advanced F.J

techniques and
green solvents

Fuente: elaboracion propia

Pais/Afo

Cuba

2014

Argentina

2015

Brasil

2017

Espafia

2018

Parametros

RELACION
MUESTRA/SOLVENTE

SOLVENTE
FRECUENCIA
TEMPERATURA

TIEMPO

RELACION
MUESTRA/SOLVENTE

SOLVENTE
FRECUENCIA
TEMPERATURA

TIEMPO

RELACION
MUESTRA/SOLVENTE

SOLVENTE
FRECUENCIA
TEMPERATURA

TIEMPO

RELACION
MUESTRA/SOLVENTE

SOLVENTE
FRECUENCIA
TEMPERATURA

TIEMPO

Rango

1:20

Hexano
35 kHz

2h
1:10
Hexano
42 kHz
40°C
30 min
1.5
Hexano
45 kHz
35°C
2h
1:10
Etanol
37 kHz
55°C

30 min

Contextualizando los documentos de la tabla anterior, se tiene lo siguiente:

En el articulo No. 24; los autores CAMPO, Yesenia; GELVEZ, Victor y AYALA,
Alfredo?®, analizan la aplicaciéon del ultrasonido en actividades que involucran
alimentos, tales como homogenizacién, secado y extraccién. Respecto a esta
tltima, en el documento se resalta que la implementacién de esta metodologia
ultrasénica, mejora los rendimientos de extraccién y facilita la utilizacion de
solventes verdes alternativos. Los autores mencionan que recursos renovables
como semillas oleaginosas son fuentes lipidicas que pueden utilizarse en este
meétodo extractivo con el fin de obtener diferentes compuestos tales como esteroles,

205 CAMPO, Op. cit., p. 102 — 113.
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pigmentos, acidos grasos libres, entre otros?%. El articulo contiene entonces, una
tabla que compila las condiciones de operacion para la obtencion de compuestos
bioactivos a partir de diversas materias primas, en las cuales se incluyen residuos
agroindustriales tales como céscaras de citricos, que para la extracciébn de
flavonoides, utilizan un bafio ultrasonico de 130 W, 45kHz de frecuencia, una
temperatura de 60°C y un periodo de 60 min. Para le proceso se utilizé como
solvente etanol al 96%.

En el articulo No. 25, los autores CARDOSO, Ricardo; DAVANTEL, Sueli y
GIMENES, Marcelino?’, Realizan la extraccion de aceite de semillas de maracuya
empleando tres metodologias de extraccion: ultrasonido, agitacion, Soxhlet; y
utilizando como disolventes acetona, etanol e isopropanol. En las técnicas de
extraccion utilizadas, fueron evaluados la influencia de la proporciéon
muestra/solvente; el tiempo y el tipo de solvente; los resultados se compararon
realizando las extracciones nuevamente, pero utilizando Hexano como disolvente.
Respecto a la obtencién de aceite utilizando la primera metodologia de extraccion,
se utilizé un bafio ultrasénico de 44kHz de frecuencia, y se evaluaron proporciones
M: S equivalentes a 1:4, 1:6 y 1:8; asi como tiempos de sonicacion de 15, 30 y 60
minutos. Los autores mencionan que el mejor rendimiento de extraccibn empleando
ultrasonido (23,8%), se obtuvo utilizando acetona como disolvente, una proporcion
M: S de 1:4 y 60 minutos de extraccion. Sin embargo, para el etanol, el mejor
rendimiento de extraccion (19,5%) se obtuvo utilizando 60 minutos de extraccion y
una relacion M: S de 1:6; para hexano, el mejor rendimiento (21,2%) se obtuvo
utilizando una relacion M: S de 1:8 y 60 minutos de extraccién, mientras que, para
el isopropanol, el mayor rendimiento (19,6%) se obtuvo utilizando una relaciéon M: S
de 1:8 y 60 minutos de extraccion.

Los autores FUENTES, Maria E. y ARANDA, Marleny D?%. En el articulo No. 26,
realizan la extraccion de aceite de la microalga Nannochloropsis oculata utilizando
dos mezclas diferentes de disolventes: ciclohexano-isopropanol y cloroformo-
metanol. Antes del proceso extractivo, las muestras de microlaga fueron liofilizadas,
refrigeradas con 15% de humedad y un tamafio de poro equivalente a 0,408 mm.
Para la extraccion se evaluaron diferentes temperaturas y tiempos de extraccion de

206 SETYANINGSIH, W. et al. Optimization of the ultrasound- assisted extraction of melatonin from red rice
(Oryza sativa) grains through a response surface methodology. Citado por CAMPO, Yesenia; GELVEZ, Victor y
AYALA, Alfredo. Ultrasonido en el procesamiento (homogenizacién, extraccion y secado) de alimentos [en
linea]. En: Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial. Enero — Junio, 2018, vol. 16, no. 1. p. 106.
[Consultado: 13 marzo 2019]. ISSN: 1909-9959. DOI: 10.18684/bsaa.v16n1.628

207 CARDOSO, Ricardo; DAVANTEL, Sueli y GIMENES, Marcelino. The extraction of passion fruit oil with green
solvents [en linea]. En: Journal of Food Engineering. Agosto, 2013, vol. 117, no. 4. p. 458-463. [Consultado: 14
marzo 2019]. ISSN: 0260-8774. DOI: 10.1016/j.jfoodeng.2012.12.004

208 FUENTES, Maria E. y ARANDA, Marleny D. Metodologia para extraccion de aceite de la microalga
Nannochloropsis oculata usando ultrasonido [en linea]. En: Revista del Instituto de Investigacion de la Facultad
de Geologia, Minas, Metalurgia y Ciencias Geograficas. Julio, 2013, vol. 16, no. 32. p. 34-37. [Consultado: 14
marzo 2019]. Disponible en:
https://www.usfx.bo/nuevalvicerrectorado/citas/s TECNOLOGICAS_20/Ingenieria%20de%20Medio%20Ambient
e/4677-15743-1-PB.pdf
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10, 20, 30 y 45 min, utilizando una proporcion M: S 1:10 y un equipo ultrasénico con
una amplitud del 70%. El mayor rendimiento obtenido utilizando la primera mezcla
de disolventes orgéanicos, es de 31,49% en 45 minutos de sonicacion y 50 °C, sin
embargo, un rendimiento de 30,54% fue alcanzado utilizando 10 minutos de
sonicacion y 56°C de temperatura; mientras que el mayor rendimiento para la
segunda mezcla es de 33,55 % utilizando 45 minutos de sonicacion y una
temperatura de 50°C. En el articulo se menciona que la segunda mezcla de
solventes resultd ser mejor para la extraccion debido a su naturaleza polar y que el
tamafo de poro fue crucial para mejorar la transferencia de masa del proceso, los
autores también afirman que el rendimiento extractivo es afectado por un aumento
de la temperatura, pues bajo esta condicion, la presion de vapor de los disolventes
aumenta provocando una disminuciébn en su viscosidad y generando por
consiguiente, un aumento en la transferencia de masa en la extraccion. No obstante,
segun los resultados mencionados para la primera mezcla de disolventes, se afirma
que trabajar con un tiempo de sonicacion pequefio (10 minutos) y una elevada
temperatura (56°C) reduce los costos energéticos del proceso y se alcanza un
rendimiento considerable. En el documento se concluye que, a pesar de los
resultados obtenidos, se eligid la mezcla ciclohexano-isopropanol por su baja
toxicidad y su efecto menos contaminante.

Respecto al articulo No. 27, los autores MARRERO, David, et al?®. Realizan la
extraccion del aceite de la especie Moringa oleifera con el fin de estudiar su
composicién de acidos grasos mediante cromatografia de gases con detector de
ionizacién de llama FID. Las semillas de la especie utilizada, se secaron a 40°C en
una estufa con recirculacion de aire por un periodo de 3 dias y luego se sometieron
a molienda. Para la obtencién de aceite, la muestra se introdujo en un equipo
ultrasénico de 35kHz durante 2 horas, utilizando como disolvente hexano y una
proporcion muestra: solvente de 1:20. La extraccion arrojé un rendimiento de 26,5%
mientras que la caracterizacién del mismo, arrojé un contenido de acidos grasos
equivalente al 96%, con los acidos: oleico, palmitico y docosanoico, como los
predominantes.

En el documento No. 28, los autores SPINELLA, Maria, et al %1%, Se evalla el efecto
de la temperatura, potencia y contenido de humedad de grano durante la extracciéon
de aceite de granos de girasol alto esteéarico alto oleico mediante ultrasonido y
soxhlet. Inicialmente, los autores valoran dos contenidos de humedad: 8,3% (base
seca) que corresponde al porcentaje 6ptimo para el proceso de descascarado de la
materia prima, y 4,04% (base seca), que corresponde a la humedad del grano
secado durante 3 dias a 40°C en una estufa de circulacion forzada; el primer
contenido de humedad, fue el seleccionado para el proceso con el fin de reducir el

209 MARRERO, David, et al. Composicion de acidos grasos del aceite de las semillas de Moringa oleifera que
crece en La Habana, Cuba [en linea]. En: Revista Cubana de Plantas Medicinales. Junio, 2014, vol. 19, no. 2.
p. 197-204. [Consultado: 15 marzo 2019]. ISSN: 1028-4796. Disponible en:
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&amp;pid=S1028-47962014000200008

210 SPINELLA, Op. cit., p. 1-15.
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consumo energético que implicaba llegar a una humedad mas baja; las muestras
fueron sometidas posteriormente a molienda utilizando un molino de cuchillas. Para
el proceso extractivo con ultrasonido se emplearon dos bafios ultrasénicos de
42kHz, 100W y 40kHz, 400W respectivamente; los ensayos se realizaron utilizando
n-Hexano como disolvente, un tamafo de particula menor a 840 um, una relaciéon
de M: S equivalente a 1:10 (g/ml), un periodo de 30 minutos y temperaturas de 25,
30, 40, 50 y 60°C. En el documento se menciona, que bajo las condiciones
anteriores, el porcentaje de humedad 6ptimo para el descascarado se encuentra
dentro del rango de almacenamiento seguro de granos de girasol y que por lo tanto,
resulta econdmicamente favorable el procesamiento de esta materia prima con
contenidos de humedad cercanos a 8% en base seca, los autores también
mencionan que al trabajar con una potencia de 100W, existen diferencias
significativas de rendimiento de aceite para las temperaturas trabajadas, donde las
temperaturas de 30, 50 y 60°C arrojaron rendimientos superiores a las temperaturas
de 25y 30°C, siendo los rendimientos mas altos: 27,67% para 40°C y 27,51% para
60°C, en el documento se resalta que un aumento de la temperatura mejora los
rendimientos de extraccion debido a que incrementa la solubilidad del aceite en el
disolvente. Los experimentos realizados a 400W de potencia y 8,3% de humedad,
no reflejan efectos significativos de la temperatura sobre el rendimiento extractivo.
Finalmente, los autores seleccionan las siguientes condiciones para el mejor
experimento: 40°C, un periodo de 30 minutos, un contenido de humedad
equivalente a 8,3% (base seca) y una potencia de 100W, esta Ultima variable se
prefirié con el fin de reducir costos energéticos.

En el articulo No. 29, los autores SCHONS, Jessica, et al 21, Buscan obtener y
verificar la calidad del aceite extraido por ultrasonido utilizando un bafio ultrasénico
durante un periodo de 2 horas, una frecuencia de 45kHz, una proporcion M:S
equivalente a 1:5, una temperatura de 35°C y hexano como disolvente; el aceite
obtenido arroj6é un rendimiento de 37,38% y fue sometido a pruebas de humedad,
cenizas, indice de acidez, indice de refraccion, indice de saponificacidn, indice de
perdxidos, acido oleico, indice de yodo y densidad, a partir de los cuales mostr6é
buena calidad. Los autores mencionan que el proceso extractivo utilizando
ultrasonido demostr6 ser una tecnologia simple, rdpida y econdmica en
comparacion con extraccion por prensado y Soxhlet.

En el articulo No. 30, los autores CASTEJON, N.; LUNA, P. y SENORANS, F. J212,
realizan la extraccion de aceite de semillas de Echium plantagineum L utilizando
cuatro metodologias de extraccién: soxhlet, microondas, fluidos a alta presion y
ultrasonido; evaluando la implementacion de acetato de etilo, etanol y hexano como
disolventes. Antes de los procesos extractivos las semillas fueron molidas

211 SCHONS, Jessica, et al. Extracdo assistida por ultrassom e caracterizagdo do 6leo da castanha-do- brasil
(Bertholletia excelsa H.B.K.) [en linea]. En: Interciencia. Septiembre, 2017, vol. 42, no. 9. p. 586-590.
[Consultado: 17 marzo 2019]. Disponible en: http://docplayer.com.br/66116195-Extracao-assistida-por-
ultrassom-e-caracterizacao-do-oleo-da-castanha-do-brasil-bertholletia-excelsa-h-b k.html

212 CASTEJON. Op. Cit.; p. 2976-2990
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obteniendo tamarfos de particula menores a 500 um. Respecto a la ultima técnica
extractiva, se utilizé un bafio ultrasénico de 37kHz, una relaciéon M: S equivalente a
1:10. Se evaluaron temperaturas de extraccion de 30, 55 y 80°C, asi como tiempos
de extraccion de 15 y 30 minutos. Los autores mencionan que la relacion M: S
trabajada mejora la trasferencia de masa en el proceso, a su vez se afirma que,
para el etanol, la utilizacion de una temperatura de 55°C, permitié la obtencién de
un rendimiento equivalente a 29,1%. Evaluando el tiempo en el proceso extractivo,
en el documento se concluye que el etanol fue significativamente mas efectivo que
el acetato de etilo y el hexano a todas las temperaturas probadas, usando 30
minutos. A las condiciones de 55°C empleando etanol como disolvente, se obtuvo
un rendimiento 15% mayor que el alcanzado con hexano a la misma temperatura.

2.1.3 Parametros para la extraccion soxhlet. A pesar de la variedad de
tecnologias de extraccion actualmente estudiadas, soxhlet sigue siendo la
metodologia mas utilizada a nivel de laboratorio; debido a su simplicidad de proceso,
alta recuperacion, bajo requerimiento de energia®'® y facilidad de contacto continuo
entre la muestray las porciones frescas del disolvente. Autores como KITTIPHOOM,
S. y SUTASINEE, S?'4 afirman que los rendimientos obtenidos por esta técnica
superan los obtenidos por otros procedimientos de extraccion convencionales.

Mediante la busqueda de informacién en diferentes bases de datos, se encontraron
estudios relacionados con extracciones a partir de semillas de aguacate
pertenecientes al género Persea americana Miller utilizando esta metodologia
extractiva; los datos se consignaron en el siguiente cuadro:

Cuadro 8. Condiciones de operacion para la extraccion de aceite de semillas de aguacate
mediante extraccion soxhlet.

Articulo . .
# " Pais/Afio Parametros Rango
Titulo Autor
MASA 15
Actividad antioxidante de los residuos Colombia mL/g
del _ aguacate Hass (Per_sea POLANIA, SOLVENTE Etanol
31 americana Mill. var Hass) sometidos Wilson
a extracciones clasicas y a fluidos TIEMPO 8h
presurizados 2014 RENDIMIENTO = ¢
(%) ’

213 KANADEA, R. y BHATKHANDERB, D. Extraction of ginger oil using different methods and effect of solvents,
time, temperature to maximize yield [en linea]. En: International Journal of Advances in Science Engineering
and Technology. Septiembre, 2016, vol. 4. p. 241. [Consultado: 20 junio 2019]. ISSN 2321-9009. Disponible en:
http://www.iraj.in/journal/journal_file/journal_pdf/6-291-1477120320241-244.pdf

214 KITTIPHOOM, S.y SUTASINEE, S. Mango seed kernel oil and its physicochemical properties [en linea]. En:
International Food Research Journal. 2013, vol. 20, no. 3. p. 1145 [Consultado: 20 junio 2019]. ISSN 1985-4668.
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Cuadro 8. (Continuacion).

Articulo . .
# ; Pais/Afo Parametros Rango
Titulo Autor
Analisis de fitoesteroles en la Colombi MASA 5 mL/g
i i olombia
sgmllla de Persea americana BARRERA, SOLVENTE Hexano
32 Miller (var. lorena) por Rosay
cromatografia de gases y  ARRUBLA, TIEMPO 24h
cromatografia liquida de alta Juan 2017 RENDIMIENTO
eficiencia (%) 8.47

Fuente: elaboracion propia.

En el articulo No. 31 realizado por POLANIA, Wilson?!®, se evalla la actividad
antioxidante de los residuos del aguacate, especificamente la semilla y el epicarpio
de la especie Persea americana Mill. Var. Hass, el proceso se llevo a cabo a presion
reducida y se utilizaron directamente y de forma sucesiva solventes como hexano,
acetato de etilo y etanol en proporcion 15 mL disolvente por gramo de muestra. Las
temperaturas utilizadas equivalen a 35°C para los primeros dos solventes, mientras
gue para extracciones etandlicas se utiliz6 una temperatura de 40°C. En el
documento se menciona que el tipo de biomasa utilizada (semilla o epicarpio) influye
en el rendimiento de extraccion, también se reporta que los mayores rendimientos
del proceso, pertenecieron a aquellos extractos en donde se emple6 un solo
solvente sin que la biomasa hubiera pasado por otro de manera previa, de modo
que el mayor rendimiento se le atribuy6 al extracto etandlico con resultados de
13,9% para epicarpio y 5,8% para la semilla. Los autores mencionan que el solvente
fue determinante en el momento extractivo, siendo la semilla en comparacién con
el epicarpio la fuente mas abundante de compuestos fendlicos.

El articulo No. 32, corresponde a la investigacion que llevaron a cabo BARRERA,
Rosa y ARRUBLA, Juan?'® para determinar el contenido y composiciéon de
fitoesteroles a partir del aceite de la semilla de aguacate Persea americana Mill. Var.
Lorena. El proceso de extraccion de aceite se realizd6 por el método Soxhlet
utilizando n-hexano como solvente, una relacion muestra: solvente equivalente a
1:5 y un periodo de 24 horas. En el documento se menciona que el proceso de
extraccion de aceite arrojé un rendimiento de 8,47 + 0.084%, en el cual se encontré
un contenido apreciable de fitoesteroles, siendo el ergosterol uno de los mas
abundantes en este tipo de residuo; los autores resaltan que la concentracién de
éste compuesto es superior a la del estandar segun el analisis cualitativo realizado
por cromatografia liquida, mientras que mediante un analisis cuantitativo por
cromatografia de gases, se logro determinar la presencia de los fitoesteroles como

215 pPOLANIA, Op, cit., p 41-90.

216 BARRERA, Rosa y ARRUBLA Juan. Andlisis de fitoesteroles en la semilla de Persea americana Miller (Var.
Lorena) por cromatografia de gases y cromatografia liquida de alta eficiencia [en linea]. En: Revista facultad de
ciencias basicas. Febrero, 2017, vol.; 13, no. 1. p. 35-40. [Consultado: 18 marzo 2019]. ISSN: 1900-4699 DOI:
10.18359/rfch.2013. Disponible en: https://revistas.unimilitar.edu.co/index.php/rfcb
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el estigmasterol y 5-a-colestano con concentraciones de 19,17+0,020 ppm y
49,77+0,020 ppm respectivamente.

Siguiendo la metodologia realizada para las dos técnicas presentadas en las
secciones 2.1.1 y 2.2.2 respecto a extracciones asistidas con microondas y
ultrasonido respectivamente, se consultaron articulos relacionados con procesos
extractivos de diversas especies oleaginosas utilizando soxhlet, los datos se
muestran en el siguiente cuadro.

Cuadro 9. Condiciones de operacion para la extraccion de aceite mediante extraccién
soxhlet.

Articulo o i
# ; Pais/Afio Parametros Rango
Titulo Autor
. MASA (g) 20
Extraction and Italia Dietil
Charactenza;mn of STRACCIA, Maria, SOLVENTE Eter
33  Vegetable QOils from ot al
Cherry Seed by Different TIEMPO 6h
Extraction Processes 2012 RENDIMIENTO ]
(%)
CARDOSO, Brasi MASA (9) 5
The extraction of passion Ricardo; SOLVENTE Etanol
34 fruit il with green solvents DAVé:\ln;Elj_i;zue“ y TIEMPO 8h
. 2013
Marcelino RENDIMIENTO 14,4
(%)
10
i MASA (mL/g) mL/g
ailandia
Mango seed kernel oil and SOLVENTE Etanol
35 its physicochemical =~ KITTIPHOOM, S.y TIEMPO 6h
roperties SUTASINEE, S.
prop 2013  RENDIMIENTO o
(%)
_ _ MASA (g) 5
Ex_tracuon de _acelte Argentina SOLVENTE Hexano
asistida por ultrasonido de
granos de Girasol de alto =~ SPINELLA, Maria, TIEMPO 45h
36 contenido esteéarico alto et al 2015 RENDIMIENTO
oleico (%) 33
Extraction of Essential Oils MASA (mL/qg) 6 mL/g
from Melaleuca alternifolia Malasia
) SOLVENTE Etanol
sp. (Australian Tea Tree RAJANTEREH, z.ino
37 Plant) using  Solvent Yuvanesh TIEMPO 6 ciclos
Extraction Method 2015 RENDIMIENTO 0,78
(%)
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Cuadro 9. (Continuacion).

Articulo
# . Pais/Afio Pardmetros Rango
Titulo Autor
Extraction of ginger oil MASA (mL/qg) 4 mL/g
using different methods India
and effect of solvents, time, KANADEA, R. y SOLVENTE Acetona
38 temperature to maximize BHATKHANDEB, TIEMPO 4h
yield D 2016 RENDIMIENTO 578
(%)
Alternative o0il extraction MASA (g) 5
methods from  Echium CASTEJON, N., Espafia SOLVENTE Hexano
plantagineum L. seeds LUNA, P.y
39  using advanced SENORANS, F.J TIEMPO 8h
techniques and  green 2018 RENDIMIENTO 313
solvents (%)

Fuente: elaboracién propia
A continuacion, se contextualiza los articulos mencionados en el cuadro anterior:

Los autores STRACCIA, Maria, et al?l’. En el articulo No. 33, realizaron la extraccion
de aceite de semillas de cereza con el objetivo de comparar el contenido y
composiciéon de los compuestos presentes en el mismo (4cidos grasos y
fitoesteroles) mediante CG, cuando se utilizan las técnicas de extraccion con fluidos
supercriticos, utilizando diéxido de carbono como disolvente, y extraccion Soxhlet
utilizando dietil éter. Para el proceso extractivo utilizando ésta ultima metodologia,
se utilizé 20 g de muestra y un periodo de tiempo de 6 horas, el solvente se eliminé
posteriormente utilizando un rotaevaporador. En el documento, no se reporta la
cantidad de aceite obtenido, sin embargo, los autores mencionan para las dos
metodologias, existe presencia de dos fitoesteroles en la fraccion insaponificable de
las sustancias oleicas extraidas, siendo éstos el 3-sitosterol y campesterol. El aceite
obtenido por SFE se considerd de mayor calidad que el extraido con Soxhlet.

El articulo No. 34, tal como se menciond en la seccion 2.1.2, los autores CARDOSO,
Ricardo; DAVANTEL, Sueli y GIMENES, Marcelino?'8, realizaron la extraccion de
aceite de semillas de maracuya empleando como metodologias: ultrasonido,
agitacion, Soxhlet. En las técnicas utlizadas, se evalu6 la proporcion
muestra/solvente, el tiempo y el uso de acetona, etanol e isopropanol como
disolventes; los procesos se compararon con las extracciones convencionales
realizadas con hexano. Respecto a la primera metodologia de extraccion (Soxhlet),
se evaluaron tiempos de extraccion de 4, 8, 16 y 24 horas, utilizando 5 gramos de
muestra y una temperatura de 5°C por encima de los puntos de ebullicion de los

217 STRACCIA, Maria, et al. Extraction and Characterization of Vegetable Oils from Cherry Seed by Different
Extraction Processes [en linea]. En: Chemical Engineering Transactions. Febrero, 2012, vol. 27. p. 391-393.
[Consultado: 21 Junio 2019]. ISSN 19749791. DOI: 10.3303/CET1227066

218 CARDOSO. Op. Cit.; p. 459-460
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solventes empleados. Los autores mencionan que los rendimientos encontrados
cuando se utiliza acetona e isopropanol, no presentan diferencias significativas
entre ellos, sin embargo, los resultados si difieren cuando las extracciones se
realizan con etanol, esto debido a que las moléculas de los disolventes estan
compuestas por atomos que poseen electronegatividades diferentes; los autores
también mencionan que para los primeros dos disolventes (acetona e isopropanol)
el nimero de lavados o sifones fue mayor que aquellos que se realizaron empleando
etanol. De acuerdo al documento, el mayor rendimiento (26,4%) se obtuvo
realizando la extraccion convencional con hexano durante un periodo de 24 horas,
mientras que, utilizando etanol como disolvente, el mayor rendimiento se alcanzé
utilizando un periodo de 8 horas (14,4%). Las extracciones realizadas con acetona
e isopropanol presentaron rendimientos de aproximadamente 15%.

En el articulo No. 35, los autores KITTIPHOOM, S. y SUTASINEE, S?%°; realizaron
la extraccion de aceite de semilla de mango utilizando la extraccidbn Soxhlet y
empleando como disolventes éter de petréleo, etanol y hexano; al aceite obtenido
se le realizaron pruebas fisicoquimicas tales como indice de acidez, indice de yodo,
peroxidos y saponificacion; determinacion de composicion de acidos grasos y
contenido fendlico fueron dos pruebas adicionales a las que también fue sometida
la sustancia oleica, con el fin de estudiar la calidad de la misma. Respecto al proceso
extractivo con soxhlet, los autores utilizaron condiciones establecidas previamente
tales como: una proporcion M: S equivalente a 1:10 y una temperatura de 50°C
durante un periodo de 6 horas; los extractos resultantes fueron separados del
disolvente utilizando un rotaevaporador. Segun el documento, el hexano fue el
disolvente que proporcionoé el rendimiento mas alto de extraccion de aceite (8,46%),
seguido del éter de petrdleo (8,04%) y por ultimo el etanol (6,96%), los autores
mencionan que la polaridad, la temperatura de ebullicion del solvente y la
interaccidn entre este Ultimo y el soluto, son factores que pueden influir tanto en la
eficacia y el rendimiento de extracciébn como en la composicion del aceite extraido.

En el articulo No. 36, tal como se mencion6 en la seccion 2.1.2, los autores
SPINELLA, Maria, et al??, realizaron la extraccion de aceite de granos de girasol
alto esteérico alto oleico, utilizando Soxhlet como técnica de comparacion para
muestras pre-tratadas 30 minutos con ultrasonido a las condiciones mas favorables
(estudiadas por los autores), asi como para muestras sin pre-tratamiento (MSP) a
diferentes tiempos de extraccion (30, 90, 210, 270, 330 y 480 min); los
procedimientos extractivos se realizaron empleando 5 gramos de muestra y hexano
como disolvente. En el documento se menciona que para los ensayos MSP, el
rendimiento total de aceite se obtuvo a los 270 minutos de extraccion (33%
aproximadamente), los periodos mas largos no arrojaron resultados con diferencias
significativas.

219 KITTIPHOOM. Op. cit.; p. 1145-1147
220 SPINELLA. Op. cit.; p. 1-15
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En el articulo No. 37, el autor RAJANTEREH, Yuvanesh??!, realiza la extraccion de
aceite de la especie Melaleuca alternifolia, con el objetivo de investigar que
componentes hacen que ésta sustancia oleosa posea un valor nutricional y
terapéutico, con caracteristicas antifingicas, antimicrobianas y antiinflamatorias. En
el documento, se estudia la extraccion soxhlet de ésta especie vegetal, empleando
como solventes el éter de petréleo, n- hexano, etanol y metanol; una relacion M: S
equivalente a 1:6, y un total de 6 sifones o ciclos de reflujo. En el proceso, el solvente
se remueve utilizando un rotaevaporador en condiciones de vacio y una temperatura
de 40°C; las ceras y resinas se eliminan disolviéndolas en alcohol absoluto
(metanol) y sometiendo posteriormente la muestra a un proceso de filtracion al
vacio; mientras que la composicion del aceite obtenido se realiza mediante GC-MS.
Los autores reportan que el mayor rendimiento para la extraccion de aceite es de
1,06% utilizando éter de petrdleo como disolvente, este resultado corresponde a
0,53 g de aceite extraido/ g de muestra; en el caso del hexano, se obtuvo un
rendimiento de 0,96 % que corresponde a 0,48 g de aceite extraido/ g de muestra.
El rendimiento obtenido para el etanol y el metanol, corresponde a 0,78%, que
representa la extraccion de 0,39 g de aceite extraido/ g de muestra. Los cuatro
solventes utilizados extrajeron hidrocarburos monoterpénicos como terpinen-4-ol;
1,8-cineole; a-terpineol y y-terpinene, siendo éstos mayoritariamente presentes en
los disolventes apolares como hexano y éter de petréleo.

En el articulo No. 38, los autores KANADEA, R. y BHATKHANDEB, D???, realizan la
extraccion de aceite de jengibre empleando Soxhlet, extraccién asistida por
ultrasonido y agitador de autoclave. Para la primera técnica extractiva, se emplearon
como solventes metanol, etanol, acetona, n-hexano y agua, se utiliz6 una
temperatura de 80°C, una relacion M: S equivalente a 1:4 y tiempos de 1, 2, 4,6y
8 horas; los compuestos presentes en el aceite, se estudiaron mediante HPLC. Los
autores mencionan que, en la extraccion por Soxhlet, el disolvente que permitié
obtener la mayor cantidad de aceite (28,9 mL) fue la acetona, seguida de n-hexano
con un valor de 13 mL, etanol con 12,5 mL, metanol con 12,2 mL y finalmente agua
con 11,8 mL. Por otro lado, respecto al tiempo de extraccion (utilizando acetona
como disolvente), en el documento se menciona que tiempos de extraccion
prolongados arrojan valores constantes de aceite de jengibre recogido, por lo que
los autores seleccionaron el periodo de 4 horas, como el tiempo suficiente de
extraccion que permite la disminucion del consumo de energia requerido en el
proceso.

221 RAJANTEREH, Yuvanesh. Extraction of Essential Oils from Melaleuca alternifolia sp. (Australian Tea Tree
Plant) using Solvent Extraction Method [En linea]. Tesis para licenciatura en Ingenieria Quimica. Universidad

Teknologi Petronas, 2015. [Consultado: 19 Junio 2019]. Disponible en:
http://utpedia.utp.edu.my/16462/1/FYP%?20Dissertation_15502_Yuvanesh%20Rajantereh_Chemical%20Engin
eering.pdf

222 KANADEA. Op. Cit.; p. 241-243
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Los autores CASTEJON, N.; LUNA, P.y SENORANS, F. J223 en el articulo No. 39,
realizaron la extraccion de aceite de semillas de Echium plantagineum L tal como
se menciono en la seccion 2.1.2; en el proceso, se evaluaron tres metodologias de
extraccion (microondas, fluidos a alta presién y ultrasonido) frente al proceso
convencional realizado por Soxhlet. Pese a que en el documento se emplearon
diferentes solventes en las técnicas alternativas, para el caso de Soxhlet los autores,
efectuaron el experimento extractivo sin realizar ninguna evaluacion de parametros,
por lo que la extraccion se ejecutd segun condiciones previamente establecidas,
estas fueron: 5 g de muestra de semilla molida y reflujo continuo de hexano por un
periodo de 8 horas. El rendimiento determinado por los autores para este proceso,
es de 31,3%.

2.1.4 Seleccion de solvente para la extracciéon de aceite. El hexano es un
solvente permitido por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) asi
como por la Comision Europea. Sin embargo, esta clasificado como peligroso y
como solvente no preferido por las autoridades internacionales. Utilizado durante
décadas para la determinacién de grasas y aceites en productos alimenticios dado
que ofrece extracciones satisfactorias debido a su bajo punto de ebullicién y su baja
polaridad??.

En la industria de aceite vegetal se utiliza grandes volimenes de este solvente y
largos tiempos de extraccion que causan problemas ambientales, ya que se ha
identificado que pueden reaccionar con otros contaminantes para formar ozono y
oxidantes fotoquimicos, debido a las pérdidas directas de disolventes organicos en
la atmosfera; por lo tanto, se necesitan solventes alternativos para reducir estas
emisiones, asi como los posibles rastros de hexano en los aceites comestibles
después del refino??>.

Muchos trabajos trataron los efectos toxicos y peligrosos de este solvente, por lo
qgue en los ultimos afios, ha habido avances importantes en el desarrollo, la
optimizacién y las aplicaciones de las técnicas de extraccion con solventes verdes,
en vista de que proporcionan tiempos de extraccion mas cortos, menos uso de
solvente y evitan riesgos para la salud, mediante la sustitucion de sustancias toxicas
e inseguras lo que hace que el proceso de extraccion en general sea mas
respetuoso con el medio ambiente??,

La tabla 5 enumera y compara las propiedades relevantes de tres solventes
diferentes, utilizados en procesos extractivos. Estos son: n-Hexano, D-Limoneno y
Etanol.

223 CASTEJON. Op. cit., p. 76-79

224 |pid., p. 75-82

225 BAUMLER, Erica; CARRIN, Marfa y CARELLI, Amalia. Extraction of sunflower oil using ethanol as solvent.
[en linea]. En: Journal of Food Engineering. Enero, 2016, vol. 178, p. 190-197. [Consultado: 25 febrero 2019].
Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/j.foodeng.2016.01.020.

226 VIROT, Op. cit., p. 8615-8616
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Tabla 5. Propiedades relevantes del n-Hexano, D-Limoneno y Etanol.

Propiedades n-Hexano D-Limoneno Etanol
Punto de ebullicién (°C) 68.7 175.5 78.3

Densidad (g/mlL) 0.6603 0.8411 0.7893

Calor de vaporizacion (kj/kg) 334 353 839.31
Constante dieléctrica (&) 2 2.3 24.5
Impacto ambiental Alto Bajo Bajo
Téxico Si No No

Fuente: elaboracion propia

El D-Limoneno es un subproducto importante de la industria de los citricos, siendo
el componente principal de los aceites extraidos de estos residuos, que
desemperfian un papel importante en el campo del sabor y las fragancias gracias a
sus propiedades fisicas y quimicas. Estudios recientes han destacado las
cualidades limpiadoras y desengrasantes de este solvente, por lo cual se ha
convertido en una alternativa beneficiosa, capaz de sustituir productos
desengrasantes convencionales y/o hidrocarburos halogenados utilizados
tradicionalmente en industrias y limpieza doméstica.

El limoneno se caracteriza por su alto poder disolvente y la facilidad que ofrece para
la extraccién de grasas y aceites, ademas, es considerado un buen disolvente de
extraccion, ya que sus propiedades se parecen a las del n-hexano en términos de
polaridad??’. La extraccion desarrollada con este solvente, ya ha sido descrita en
diversas investigaciones como las realizadas por los autores VIROT, Matthieu., et
al, quienes demostraron gque la extraccion de aceite de olivo fue posible mediante el
uso de D-limoneno en lugar del n-hexano, convirtiéndose en una alternativa verde
gue reduce los impactos toxicos en el proceso.

Pese a lo mencionado, el principal problema de usar solventes verdes radica en su
elevado costo, alto punto de ebullicién, generacién de sabores desagradables y alta
viscosidad??®. Las dos primeras caracteristicas se le atribuyen al D — Limonelo, este
solvente esta relacionado con el aumento del consumo de energia para su
recuperacion durante la etapa de evaporacion, debido a su mayor punto de
ebulliciéon (175 °C) en comparacion con el n-hexano (69 °C).

Por otro lado, el etanol es uno de los solventes alternativos ampliamente estudiados
debido a su economia y porque puede ser producido por fermentacion a partir de
una amplia variedad de materiales bioldgicos utilizando una tecnologia simple, por
consiguiente, puede etiquetarse como "natural" o "bio-renovable". Solventes

227 \VIROT, M, et al. Total lipid extraction of food using d-limonene as an alternative to n-hexane, Citado por
CHEMAT, Farid, VIAN, Maryline y CRAVOTTO, Giancarlo. Green Extraction of Natural Products: Concept and
Principles [en linea]. En: International Journal of Molecular Sciences. 2012, vol. 13, no. 7. p. 8615-8627.
[Consultado: 1 abril 2019]. ISSN: 1422-0067. DOI: 10.3390/ijms13078615

228 CHEMAT, Farid; VIAN, Maryline y CRAVOTTO, Giancarlo. Green Extraction of Natural Products: Concept
and Principles [en linea]. En: International Journal of Molecular Sciences. 2012, vol. 13, no. 7. p. 8615-8627.
[Consultado: 1 abril 2019]. ISSN: 1422-0067. DOI: 10.3390/ijms13078615

99



alcoholicos como éste, son reconocidos como no téxicos, y pese a su inflamabilidad,
poseen menos riesgos de manipulacion que el hexano??°,

Actualmente los solventes mas comunes se clasifican en cuatro categorias:
altamente peligrosa (1), peligrosa (2), problematica (3) y recomendada o preferida
(4). Este ordenamiento se ha desarrollado con el fin de promover el uso de
disolventes recomendados, como el etanol y el agua; y evitar los disolventes
peligrosos. El etanol se clasifica como solvente de clase 3 y el hexano como clase
de 2, donde éste ultimo, presenta una toxicidad inherente y deben estar limitados
en productos farmacéuticos, mientras que solventes pertenecientes a la clase 3
poseen un menor riesgo para la salud humana?3°.

Ya han sido reportados, articulos en los cuales se documenta la utilizacion del etanol
en procesos de extraccion. Autores como ZHUANG, Xiaoci, et al?3?, afirman que el
etanol posee caracteristicas quimicas similares al n-hexano, tales como indice de
refraccion, punto de ebullicién, tensién superficial y entalpia de vaporizacion, de
manera que podria no haber diferencia significativa para el consumo de energia en
la recuperacion de estos solventes. El autor también aclara que a diferencia del n-
hexano, el etanol posee una constante dieléctrica mas alta lo que resulta en una
mayor polaridad debido a la presencia de grupos hidroxilo.

El articulo “Extraction of sunflower oil using ethanol as solvent” realizado por
BAUMLER, CARRIN y CARELLI?32, desarrolla la extraccion de aceite de girasol
evaluando el etanol como disolvente y menciona que al utilizar este ultimo, el
contenido de componentes solubles o fraccién lipidica de la fase oleosa obtenida
(rendimiento equivalente a 22,2% b.s), fue similar a la extraida con n-Hexano
(rendimiento de 22.8% b.s), por lo que alcoholes como el etanol e isopropanol son
los solventes mas prometedores para extracciones de aceite. Los autores afirman
que el etanol posee afinidad con la fraccién lipidica de materiales sensibles a
extraccién, caracteristica similar al solvente n — Hexano, sin embargo, existe una
diferencia de polaridades entre los disolventes, lo que explica la facilidad del etanol
para la extraccion de lipidos polares, como los fosfolipidos.

En investigaciones como “Phytosterols and their derivatives: Structural diversity,
distribution, metabolism, analysis, and health-promoting use”, realizada por los

229 BAUMLER, Op. cit., p. 190-197

230 SAMPAIO, Oscar; CALDAS, Eduardo y MEIRELLES, Antonio. The employment of ethanol as solvent to
extract Brazil nut oil [en linea]. En: Journal of Cleaner Production. Enero, 2018, vol. 180, p. 866-875. [Consultado:
25 febrero 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/jclepro.2018.01.149.

231 ZHUANG, Xiaoci, et al. The effect of alternative solvents to n-hexane on the green extraction of Litsea cubeba
kernel oils as new oil sources [en linea]. En: Industrial Crops & Products. Diciembre, 2018, vol. 126, p. 340-346.
[Consultado: 02 abril 2019]. ISSN: 0926-6690. DOI: 10.1016/j.indcrop.2018.10.004

232 BAUMLER. Op. Cit., p. 193
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autores MOREAU, Robert, et al*®3, documentan que solventes como el etanol
caliente, pueden ser Utiles para la extraccion de lipidos polares (PL), esteroles libres
(FS) o fitoesteroles conjugados (unidos covalentemente a través de enlace éster o
enlace glicosidico a la glucosa de otros azucares) como ésteres de acidos grasos
(SE), glucoésidos de esterilo (SG) y glucdsidos de esterilo acilados (ASG).

Estudios previos del documento anterior, realizados en el 2002 por MOREAU,
Robert A, WHITAKER, Bruce D y HICKS, Kevin B?**, documentan que se obtuvo
mas del 95% de los fitoesteroles tipo FS, SE en extracciones de esteroles a partir
de la fibra de maiz utilizando cuatro solventes diferentes: hexano, cloruro de
metileno, etanol e isopropanol. Por otro lado, los autores mencionan que los
fitoesteroles conjugados ASG y SG, se extraen parcialmente utilizando n-Hexano,
mientras que utilizando solventes mas polares se obtiene un mayor rendimiento de
extraccion.

Todos los estudios mencionados, indicaron la viabilidad del etanol como disolvente
para la extraccion del aceite vegetal, debido a su economia, facil acceso, bajo
impacto ambiental y facil recuperacion. Es importante mencionar, que ya se ha
demostrado que este solvente permite la extraccion de fitoesteroles, una situacion
que también influye en la seleccion de este solvente.

2.2 EXTRACCION DE ACEITE

2.2.1 Obtencién de Materia Prima. El fruto de aguacate Hass fue adquirido en el
mercado local de la plaza de Corabastos situada al occidente de la ciudad de
Bogota, Colombia. Esta materia prima corresponde a los residuos que se generan
en las diferentes bodegas del lugar, debido a las malas practicas de manejo y
almacenamiento, lo que produce que el fruto presente defectos de calidad como
estado de sobre maduracion o imperfecciones en el estado fisico.

El material se recolecto en dos ciclos diferentes correspondientes a los dias 7 y 26
del mes de enero.

2.2.2 Pretratamiento de la materia prima. Las semillas de aguacate Hass se
separaron manualmente del mesocarpio, esta actividad se facilité debido al estado
de sobremaduracion en el que se encontraban algunos frutos, y se limpiaron con un
flujo continuo de agua potable, de manera que se eliminaran trazas de la parte

233 MOREAU, Robert, et al. Phytosterols and their derivatives: Structural diversity, distribution, metabolism,
analysis, and health-promoting uses. sources [en linea]. En: Progress in lipid research. Abril, 2018, vol. 70. p.
35-61. [Consultado: 4 abril 2019]. ISSN: 0163-7827. DOI: 10.1016/j.plipres.2018.04.001

234 MOREAU, Robert A, WHITAKER, Bruce D y HICKS, Kevin B. Phytosterols, phytostanols, and their
conjugates in foods: structural diversity, quantitative analysis, and health-promoting uses [en linea]. En: Progress
in lipid research. Noviembre, 2002, Vol. 41. p. 457-500. [Consultado: 04 abril 2019]. ISSN: 0163-7827.
DOI:10.1016/S0163-7827(02)00006-1
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carnosa del fruto. Posteriormente, el agua adherida a la superficie de la semilla se
elimino con la ayuda de un papel absorbente.

Para evitar el deterioro y preservar su calidad durante el almacenamiento, las
semillas se separaron en dos secciones y extendieron en una bandeja. La primera
seccion de semillas de aguacate Hass, fue almacenada en bolsas plasticas
herméticas a una temperatura de 4°C. En la segunda seccion, las semillas de
aguacate Hass se dejaron secar a temperatura ambiente (18 - 20°C) durante
aproximadamente () dias, para mas adelante extraer el aceite.

Imagen 20. Semillas de aguacate después del
pretratamiento.

Fuente: elaboracién propia.

2.2.3 Caracterizacion semillas de aguacate. De acuerdo a lo mencionado el
capitulo anterior, la caracterizacion de semillas corresponde a una actividad
primordial, puesto que el estudio de las propiedades fisicas de estos residuos aporta
informacion para diversas actividades dentro de las que se incluye el
dimensionamiento de equipos en etapas de almacenamiento y transporte.

El manejo de las semillas se convierte entonces en una etapa adicional para
aguellos procesos que pretenden aprovechar de forma integral el fruto de aguacate,
lo anterior implica la realizacibn de todas aquellas actividades que incluyen
extraccion de la semilla, limpieza previa, secado y almacenamiento, de modo que
estos residuos agroindustriales se encuentren aptos para su utilizacion.
Normalmente se realizan mediciones prospectivas que incluyen la determinacion de
contenido de humedad?3®, entre otras caracteristicas que se presenta a
continuacion:

235 USDA FOREST SERVICE Y SOUTHERN REGIONAL EXTENSION FORESTRY. Caracterizacion de las
semillas. En: Reforestation, Nurseries, & Resources. [Sitio web]. Estados unidos: RNGR. [Consultado: 20 mayo
2019]. Archivo PDF. Disponible en: https://rngr.net/publications/vivero-forestal-produccion-de-plantas-nativas-a-
raiz-cubierta/caracterizacion-de-las-plantas
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Imagen 21. Semillas utlizadas en la
determinacién de las propiedades de los
sélidos.

Fuente: elaboracién propia.

2.2.3.1 Tamafio semillas de aguacate. Para la determinacién del tamafo de
particula, se seleccionaron aleatoriamente 20 semillas de la muestra ya
homogenizada, las cuales se dejaron caer sobre una superficie lisa de manera que
se posicionaran sobre su eje de mayor longitud. De acuerdo al procedimiento
realizado por DURSUN, |., TUGRUL, K.M. y DURSUN, E?%, a cada particula se le
determinaron las dimensiones ortogonales como el largo (eje de mayor longitud),
ancho (eje de longitud media) y espesor (eje de menor longitud) utilizando un
calibrador vernier o pie de rey tipo marca Mitutoyo con precisién de 0,01 mm.

Las medidas anteriores permitieron calcular el diametro medio aritmético (Ecuacion
1) y medio geométrico (Ecuacién 2), mediante las relaciones propuestas por
Mohsenin, tal como se muestra a continuacion:

Ecuacion 1. Diametro medio aritmético.
(a+b+r0)
=73

Fuente: MOHSENIN, Nuri. Physical Characteristics. En: Physical Properties of Plant and
Animal Materials. Nueva York: Gordon and Breach Science Publishers. 1970. Citado por:
DURSUN, I.; TUGRUL, K.M. y DURSUN, E. Some physical properties of sugarbeet seed
[en linea]. En: Journal of Stored Products Research. 2007, vol. 43, no. 2. p. 150.
[Consultado: 22 mayo 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.jspr.2006.03.001

Donde:

Dg = Diametro aritmético (mm)
a = Eje de mayor longitud (mm)

236 DURSUN, |., TUGRUL, K.M. y DURSUN, E. Some physical properties of sugarbeet seed [en linea]. En:
Journal of Stored Products Research. 2007, vol. 43, no. 2. p. 150. [Consultado: 22 mayo 2019]. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/j.jspr.2006.03.001
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b = Eje de longitud media (mm)
¢ = Eje de menor longitud (mm)

Ecuacion 2. Diametro medio geométrico.
Dg = (abc)l/S

Fuente: MOHSENIN, Nuri. Physical Characteristics. En: Physical Properties of Plant and
Animal Materials. Nueva York: Gordon and Breach Science Publishers. 1970. Citado por:
DURSUN, I.; TUGRUL, K.M. y DURSUN, E. Some physical properties of sugarbeet seed
[en linea]. En: Journal of Stored Products Research. 2007, vol. 43, no. 2. p. 150.
[Consultado: 22 mayo 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.jspr.2006.03.001

Donde:

Dg = Diametro geométrico (mm)
a = Eje de mayor longitud (mm)
b = Eje de longitud media (mm)
¢ = Eje de menor longitud (mm)

2.2.3.2 Area superficial y esfericidad. Debido a que la determinacion del area
superficial y la esfericidad dependen de la forma de los granos u semillas??¥’, se
utilizaron las medidas axiales determinadas en el literal anterior, que corresponden
al largo, ancho y espesor de la muestra seleccionada. El calculo de esta propiedad
se realiz6 mediante las siguientes expresiones matematicas:

Ecuacién 3. Area superficial.

3 nBa?
"~ 2a—B

Fuente: JAIN, R.K. y BAL, S. Properties of Pearl Millet. En: Journal of Agricultural and
Engineering Research. Citado por MILANI, E., et al. Moisture dependent physical properties
of cucurbit seeds [en linea]. En: International Agrophysics. Febrero, 2007, vol. 21. p. 159.
[Consultado: 23 mayo 2019]. ISSN: 0236-8722.

Donde
B = (bc)®® (cm)
a = Eje de mayor longitud (cm)

7 KIBAR, H.; OZTURK, T.y ESEN, B. The effect of moisture content on physical and mechanical properties of
rice (Oryza sativa L.) [en linea]. En: Spanish Journal of Agricultural Research. 2010, vol. 8, no. 3. p. 743.
[Consultado: 22 mayo 2019]. Disponible en: https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=3278087
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Ecuacion 4. Esfericidad.

_ (abe)/3
R

Fuente: MOHSENIN, Nuri. Physical Characteristics. En: Physical Properties of Plant and
Animal Materials. Nueva York: Gordon and Breach Science Publishers. 1970. Citado por:
DURSUN, I.; TUGRUL, K.M. y DURSUN, E. Some physical properties of sugarbeet seed
[en linea]. En: Journal of Stored Products Research. 2007, vol. 43, no. 2. p. 150. [Consultado
22 mayo 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.jspr.2006.03.001

Donde

Dg = Diametro geométrico (mm)
a = Eje de mayor longitud (mm)

2.2.3.3 Densidad de particula. Tal como se menciond en la seccion 1.2.6, esta
propiedad representa la relacion entre la masa de semilla seleccionada y el volumen
sélido ocupado por la misma. Para su determinacion, se utilizé el procedimiento
propuesto por MOHSENIN, Nuri?®® que utiliza el principio de desplazamiento de
liquidos. En este proceso, se pesaron 20 semillas de aguacate utilizando una
balanza electronica digital con precisién de 0,001g. Posteriormente se llené con
agua una probeta de 2000 mL de capacidad hasta alcanzar un volumen inicial; la
masa de semillas se adicioné a la probeta con el fin de realizar un desplazamiento
del fluido y asi determinar el volumen final de la probeta. Los valores medidos, se
utilizaron en la siguiente expresion:

Ecuacion 5. Densidad.
m

p Uy, — Vg

Fuente: PANTANO, Laura y URREGO, Aura. Evaluacion de la extraccién de aceite de
semillas se amapola mediante los métodos soxhlet y prensado en frio a nivel laboratorio [en
linea]. Tesis para optar al titulo de Ingeniero Quimico. Universidad de América, 2018.
[Consultado: 22 mayo 2019]. Disponible en:
http://repository.uamerica.edu.co/handle/20.500.11839/6957

Donde
p = Densidad (i)

mL
m = Masa de las semillas (g)

238 MOHSENIN, Nuri. Physical Characteristics. En: Physical Properties of Plant and Animal Materials. Nueva
York: Gordon and Breach Science Publishers. 1970. Citado por: OKE, B.; KAUL, R. y MITTAL, J. Physical and
Mechanical Properties of Sorghum (Sorghum bicolor) Stalk Harvested at Various Intervals After Grain Maturity
[en linea]. En: Agricultural Wastes. 1984, vol. 11. p. 34. [Consultado 25 mayo 2019]. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/0141-4607(84)90053-2
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v, = Volumen final de la probeta (mL)
v, = Volumen inicial de la probeta (mL)

2.2.3.4 Factor de forma. La determinacion de este pardmetro expresa la relacion
entre el volumen y diametro de particula, por lo tanto, fue necesario utilizar el valor
del volumen desplazado en el literal anterior (Ecuacion 5.) y los didmetros
aritméticos (Ecuacion 1.) y geométricos (Ecuacion 2.) ya calculados.

Ecuacion 6. Factor de forma.

VP
AZF
14

Fuente: PANTANO, Laura y URREGO, Aura. Evaluacion de la extraccién de aceite de
semillas se amapola mediante los métodos soxhlet y prensado en frio a nivel laboratorio [en
linea]. Tesis para optar al titulo de Ingeniero Quimico. Universidad de América, 2018.
[Consultado: 22 mayo 2019]. Disponible en:
http://repository.uamerica.edu.co/handle/20.500.11839/6957

Donde

A = Factor de forma
V, = Volumen de particula (cm?)
D,, = Diametro de particula (cm)

2.2.3.5 Densidad aparente aireada. Tal como se expreso en la seccion 1.2.6. Esta
propiedad corresponde a la densidad sin compactamiento de la muestra, incluyendo
los espacios libres presentes entre las particulas. Para su determinacion, se empled
el procedimiento descrito por Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, en
éste, se pesOd una cantidad de semilla de aguacate utilizando una balanza
electrénica digital con precision de 0,001g; en una probeta graduada y seca de
capacidad de 2000 mL, se introdujo la cantidad conocida de muestra sin compactar
y se procedié a tomar la lectura del volumen aparente. El calculo de la densidad
aparente aireada, se realiz6 mediante la siguiente expresion:

Ecuacion 7. Densidad aparente aireada.

Fuente: FARMACOPEDIA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS. Densidad aparente
y densidad compactada en polvos. En: Repositorio, documentos farmacopedia [Sitio web].
México: FEUM. [Consultado: 23 mayo 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
https://www.farmacopea.org.mx/Repositorio/Documentos/258.pdf.
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Donde
_ . ] g
Para,;, = Densidad aparente aireada (ﬂ)

m = Masa de semillas (m)
vy = Volumen aireado (mL)

2.2.3.6 Densidad aparente empacada. Tal como se mencioné en la seccion 1.2.6,
y a diferencia de la densidad aparente aireada; esta propiedad corresponde a la
densidad compactada de la muestra sometida a golpes mecanicos. Para su
determinacion, se emple6 el método descrito por Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos al igual que el método anterior. En el procedimiento, se utilizé la
probeta con la muestra ya preparada para el ensayo anterior (seccién 2.2.3.5), se
cubri6 la boca de la misma y se levantd a una altura de 10 a 15 cm
aproximadamente, para luego impactar la probeta cuidadosamente sobre una
superficie plana a ritmo constante, inmediatamente se dispuso a tomar la lectura del
nuevo volumen compactado. El célculo de la densidad aparente empacada se
determind mediante la siguiente expresion:

Ecuacién 8. Densidad aparente empacada.

m
pAPAemp B W

Fuente: FARMACOPEDIA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS. Densidad aparente
y densidad compactada en polvos. En: Repositorio, documentos farmacopedia [Sitio web].
México: FEUM. [Consultado: 23 mayo 2019]. Archivo PDF. Disponible en:
https://www.farmacopea.org.mx/Repositorio/Documentos/258.pdf.

Donde
Pap Ay, = Densidad aparente empacada (%)

m = Masa de semillas (g)
vy = Volumen empacado (mL)

2.2.3.7 indice de Compresibilidad. De acuerdo a lo mencionado en la seccion
1.2.7, esta propiedad cuantifica la reduccién de los espacios vacios luego que la
muestra es sometida a esfuerzos mecanicos. El indice de compresibilidad se calcula
a partir de las densidades aireada y empacada ya determinadas anteriormente, la
ecuacion utilizada para la expresion del porcentaje es la siguiente:
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Ecuacién 9. indice de compresibilidad.

(pAPAair— pAPAemp)
x 100

% Compresibilidad =

PAPAemy

Fuente: UNITED STATES PHARMACOPEIA, USP. Powder Flow. The United States
Pharmacopeia Convention. [Sitio web]. Estados unidos: USP. [Consultado: 23 mayo 2019].
Archivo pdf. Disponible: en Internet en:
https://www.usp.org/sites/default/files/usp/document/harmonization/gen-
chapter/g05_pf_30_6_2004.pdf

Donde
_ . ] g
PaPAy;, = Densidad aparente aireada (E)

PAPAcmy = Densidad aparente empacada (ﬁ)

2.2.3.8 Angulo de reposo. De acuerdo a lo mencionado en la seccion 1.2.5, el
angulo de reposo corresponde al angulo horizontal formado por el apilamiento de
los soélidos sobre una superficie homogénea, el valor de esta propiedad determina
la fluidez del material de trabajo al considerar la friccién entre las particulas, y por
consiguiente su resistencia a moverse.

¢ Angulo de reposo dinamico: Para la determinacién de esta propiedad, se utilizd
el procedimiento descrito por RAMIREZ, 129, en el cual una masa de muestra
aleatoria se depositd en el centro de un plano inclinado de madera con
transportador acoplado para la lectura del &ngulo. El plano se inclin6 levemente
hacia un extremo de manera que las semillas introducidas se deslizaran hacia
limite indicado. La lectura se realiz6 cuando se produjo el deslizamiento de la
masa de semillas en conjunto.

2.2.4 Secado de materia prima. Antes de llevar a cabo el proceso de secado se
realiza la ruptura de la semilla en dos piezas de forma manual; esta separacion se
realiza por la abertura natural de la misma, de modo que se evite el fendmeno de
oxidacion; también se retira la capa externa de las semillas, para favorecer la
evaporacion de la humedad en su interior. Los experimentos de secado de estas
muestras se realizaron utilizando un horno de calentamiento (Nabertherm P330,
Alemania) a una temperatura de 50 °C durante 48 h, donde se giraron
periodicamente para asegurar un secado uniforme.

239 RAMIREZ, Op. cit., p. 2.

108



Imagen 22. a) Semillas antes del proceso de secado; b) Horno de
calentamiento.

Fuente: elaboracion propia.

2.2.5 Molienda. El tamafio de las semillas previamente secadas, se reduce
mediante un molino de martillos a escala laboratorio que viene con un motor
Siemens de 2 HP. Inicialmente, se introdujo un tamiz con una abertura de 1,7 mm
en el molino, luego se pesd una muestra representativa que se agrego6 a un flujo
constante a través de la tolva tomando la precaucion de medir el tiempo para
determinar la duracion del proceso.

Imagen 23. a) Molino de matrtillos; b) Tamiz.

Fuente: elaboracion propia.

2.2.6 Tamizado. Las particulas resultantes se tamizaron utilizando un equipo
agitador de tamiz PINZUAR Ref. PS-35 ajustado a un ciclo de (5 minutos) para
obtener granulos que se retienen entre el tamiz de malla 12 (1,7 mm) y el tamiz de
malla 100 (0.149 mm) durante 50 minutos. Posteriormente se peso la cantidad de
muestra retenida en cada tamiz y de acuerdo a la cantidad de muestra utilizada, se
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determinaron las pérdidas de semilla. Las particulas de semilla de aguacate
resultante se almacenaron a 4 ° C hasta su uso.

Imagen 24. Agitador de tamiz; b) Torre de
tamices.

Fuente: elaboracién propia.

2.2.7 Determinacion de humedad y materia volatil. Para esta determinacion, se
utilizaron semillas recién extraidas de la fruta, previamente cortadas a una longitud
de 2 mm y semillas después de haber pasado el proceso de molienda y tamizado
con la misma longitud de particula. Posteriormente se colocaron cantidades de
aproximadamente 5 g de muestra en una capsula desecada y luego se transfirieron
a una mufla a 103 °C durante 3 horas siguiendo el procedimiento de la norma NTC
2228240, La céapsula se retiré del horno y se enfri6 a temperatura ambiente en un
desecador antes de pesar. El procedimiento descrito anteriormente se repitié cada
hora hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas sea igual 0 menor que
0.005 g.

Ecuacién 10. Contenido de humedad y materia volatil.

, L, My — My
% Humedad y materia volatil = ————x 100
my — My

Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Oleaginosas.
Determinacion del contenido de Humedad y Materia Volatil. NTC 2228. Bogota D.C.; El instituto,
1986p. 3.

240 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Oleaginosas. Determinacion del
contenido de Humedad y Materia Volatil. NTC 2228. Bogota D.C.; El instituto, 1986. p. 1-4
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Donde

M, = masa del vaso en gramos
= masa del vaso en gramos y la muestra antes de secada
m, = masa del vaso en gramos y la muestra después del secado

&
|

Imagen 25. a) Mufla; b) Desecador.

Fuente: elaboracién propia.

2.2.8 Extraccién por hidrodestilacion asistida por microondas. Al emplear
MAHD, utilizamos un horno de microondas domeéstico (AME0113MB, SAMSUNG),
el cual tiene una frecuencia de 2450 MHz con una potencia maxima de 1050 W. Las
dimensiones de la cavidad recubierta con politetrafluoroetileno (PTFE), fueron 51,8
cm (Ancho) x 29,7 cm (Alto) x 38,6 cm (Fondo), el cual se modific6 perforando un
agujero en la parte superior.

Para la extraccion por esta técnica, se colocO una muestra segun la relacion
soluto/solvente establecida en los pardmetros de seleccién, en un bal6n de
destilacién de fondo plano con una capacidad de 2000 mL. Posteriormente se
conecto a traves del orificio con un equipo de destilacion tipo Clevenger que al
mismo tiempo esta conectado en linea a un condensador de bolas; ubicados en la
parte superior, fuera de la cavidad del microondas. El sistema de enfriamiento
condens6 continuamente el destilado y el aceite esencial se recogié en la trampa
del aparato Clevenger, luego, el orificio se cerré para evitar cualquier pérdida de
calor en el interior. Las fracciones de liquido de recogieron en un Erlenmeyer para
estudiar y caracterizar el producto.
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Imagen 26. Equipo de hidrodestilacion
asistida por microondas.

Fuente: elaboracion propia.

2.2.9 Extraccion por ultrasonido. Para la extraccion de aceite por esta
metodologia, se empled un bafio ultrasénico marca WiseClean con frecuencia de
40kHz, salida ultrasénica de 150 W'y 6L de capacidad.

Las muestras se depositaron en un Erlenmeyer de 250 mL de capacidad, se taparon
con corchos e introdujeron en el equipo, finalmente se sujetaron con bandas
elasticas de modo que se garantizara que los recipientes utilizados quedaran
sumergidos en el bafio, y que por lo tanto el contacto con las ondas ultrasdnicas
fuera el adecuado en el medio acuoso. Los ensayos se realizaron por triplicado de
acuerdo a las condiciones establecidas en la seleccién de parametros.

Después de terminado el tiempo del experimento, las muestras se rotavaporaron a
80°C, 175 mbar y 60 RPM, de manera que se eliminara por evaporacion la maxima
cantidad posible de solvente. Las fracciones de liquido restante se introdujeron en
probetas de 10 mL, y se dejaron decantar de tal forma que pudiera observarse si
existia separacién aparente de fase oleosa. El rendimiento de la extraccion por
ultrasonido se expresé como porcentaje respecto a la cantidad de semilla molida
utilizada.
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Imagen 27. a) y b) Equipo de ultrasonido.

Fuente: elaboracién propia.

2.2.10 Extraccién por Soxhlet. Las extracciones por el método soxhlet se
realizaron con la relacién soluto/solvente establecida en los parametros de
seleccion, la muestra molida se introduce en un dedal hecho de papel filtro. El
aparato Soxhlet de 100 mL de capacidad, se equipd con un condensador de bolas
y se colocé en un balén de destilacion de fondo plano de 500 mL de capacidad, el
cual contenia 250 ml de disolvente. Las muestras se extrajeron mediante reflujo
durante 6 h a una velocidad de 2 a 3 gotas por segundo. Después de la extraccion,
se elimind la maxima cantidad posible de disolvente, mediante un rotavaporador
marca Heidolph, durante un periodo de 25 minutos y una temperatura de 80 °C. Los
extractos resultantes, se colocaron en una estufa de calentamiento a una
temperatura maxima de 70°C, de modo que se eliminaran las trazas restantes de
solvente y que por lo tanto se concentrara el aceite obtenido.

Imagen 28. Equipo Soxhlet.

Fuente: elaboracion propia.
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2.2.11 Rendimiento. Las extracciones realizadas, independientemente del
procedimiento de extraccion utilizado, se replicaron al menos tres veces para
obtener reproducibilidad en los hallazgos experimentales y se informaron los valores
en términos de rendimiento. El rendimiento del aceite extraido se expresé como un
porcentaje del peso del aceite obtenido después de la extraccion en relacion con el
peso de la muestra seca utilizada para la extraccion, como se describe a
continuacion:

Ecuacion 11. Rendimiento de aceite.

] Peso del aceite obtenido después de la extraccion
% Aceite = - - x 100
Peso de la semilla molida
Fuente: VIROT, Matthieu., et al. Green procedure with a green solvent for fats and oils’
determination Microwave-integrated Soxhlet using limonene followed by microwave
Clevenger distillation [en linea]. En: Journal of Chromatography A. Julio, 2008, vol. 1196-
1197, p. 147-152. [Consultado: 11 de febrero de 2019]. DOI: 10.1016/j.chroma.2008.04.035.

2.2.12 Caracterizacion del aceite de aguacate. Esta seccidn tiene como objetivo
determinar las caracteristicas fisicoquimicas en el aceite extraido de las semillas de
aguacate Persea americana Mill. Var. Hass.

2.2.12.1 Densidad. Para la determinacion de la densidad de acuerdo a la NTC
33624, se utilizd6 un picnémetro Gay-Lussac previamente calibrado. Inicialmente
éste se peso vacio, luego, se llen6 con la muestra de ensayo y se tap6 con el tapén
esmerilado teniendo la precaucion de no encerrar burbujas de aire, posteriormente,
el picnémetro se sumergio por un periodo de 2 horas en un bafio de maria a una
temperatura determinada, siguiendo las especificaciones de la norma. La muestra
fluyd y se llevé al limite, se limpio el exceso de la salida conica en el instrumento y
se registro la temperatura.

Se removio el picnémetro del bafio de agua y se limpié cuidadosamente para luego
llevarlo a temperatura ambiente. Finalmente, se pesé el picnémetro lleno con el
tapon esmerilado. El célculo de la densidad se realiz6 mediante la siguiente
expresion:

Ecuacion 12. Densidad relativa.
ms—m
—_ 11 k(6,-6)

Va
Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y
Aceites Vegetales y Animales. Método de la determinacion de la densidad (Masa por volumen
convencional). NTC 336. Bogota D.C.; El instituto, 2002p. 6.

Po =

241 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y Aceites Vegetales y
Animales. Método de la determinacion de la densidad (Masa por volumen convencional). NTC 336. Bogota D.C.;
El instituto, 2002. p. 1-14
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Donde m; es la masa en gramos del picnémetro vacio incluido el tapon esmerilado,
m5 corresponde a la masa en gramos del picndmetro lleno con la muestra
incluyendo el tapén esmerilado, 6, equivale a la temperatura en grados Celsius a la
cual fue realizada la prueba, V; corresponde al volumen en mililitros del picnGmetro
a la temperatura 6,4, 6 equivale a la temperatura en grados Celsius a la cual se
quiere determinar la densidad convencional y k corresponde a el valor de 0,00068
g/mL°C.

2.2.12.2 indice de refraccion. Para la determinacion de este indice se utilizé un
refractometro digital de marca SPER SCIENTIFIC, modelo 300034 a 20°C. Para
que el equipo operara correctamente, se realizd una calibracion con agua destilada
de manera que el valor arrojado, coincidiera con el indice de refraccién del blanco
utilizado. Posteriormente, se adiciond la muestra de aceite verificando que el lente
optico del equipo quedara completamente cubierto y se dispuso entonces a tomar
la lectura de la muestra oleosa.

2.2.12.3 indice de saponificacion. Segun la NTC 335242, para poder determinar el
indice de saponificacidn es necesario una reacciéon quimica de KOH 0,5 M con
Etanol al 95% (v/v). Inicialmente se pesaron 2 g de la muestra de ensayo en un
balén esmerilado de fondo plano, se agregaron 25 mL de la solucion etandlica de
KOH y algunas ayudas de ebullicion. El balén se ubico sobre un dispositivo de
calentamiento y se conect6 a un condensador de reflujo. Después de realizado el
montaje, se dejé ebullir ligeramente por 1 a 2 horas agitando esporadicamente.

Después se afiadio 0.5 a 1 mL de fenolftaleina para su posterior titulacién con HCI
0,5 M, siguiendo las especificaciones de esta norma. El valor se reporté como el
namero de mg de KOH necesarios para saponificar 1 g de aceite usando la ecuacién
13, donde V, es el volumen en mL de HCI para el ensayo del blanco, V; es el
volumen en mL de HCI que se usa para la determinacién del aceite, ¢ es la
concentracion en moles/L de HCI, m es la masa en gramos de la muestra de ensayo
y el nimero 56, 1 es la masa molar del KOH.

Ecuacién 13. indice de saponificacion.

(Vo — V1)(c)(56,1)
m

Iy =

Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y
Aceites Vegetales y Animales. Determinacion del Indice de saponificacion. NTC 335. Bogota D.C.;
El instituto, 1998. p. 4.

242 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y Aceites Vegetales y
Animales. Determinacion del Indice de saponificacion. NTC 335. Bogota D.C.; El instituto, 1998. p. 1-5
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2.2.12.4 indice de yodo. De acuerdo con la informacion proporcionada por la NTC
283243, se tomo la muestra y el volumen del solvente conforme al indice de yodo
esperado que esta entre 75-94, segun los valores que indica la tabla 6. Una vez
pesada la muestra de aceite en el erlenmeyer de 500 mL, se agregé la cantidad de
solvente que se establecié con anterioridad; luego se adicionaron 20 ml de reactivo
de Wijs utilizando una pipeta de esta capacidad. Posteriormente el erlenmeyer se
cerrd con un tapon de caucho para luego agitar con movimientos circulares y dejar
reposar en un lugar oscuro durante 1 hora. Este mismo procedimiento se llevo a
cabo con el blanco omitiendo la porcion de la muestra, siguiendo las
especificaciones de esta norma.

Tabla 6. Masa de la porcion para ensayo.

Indice de yodo esperado Masa de la porcion de Volumen de solvente (mL)

(g/100g9) ensayo (g)

<15 15,00 25

15a<25 10,00 25

25a<5 3,00 20

5a<20 1,00 20

20a <50 0,40 20

50a<100 0,20 20

100 a < 150 0,13 20

150 a <200 0,10 20

Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y
Aceites Vegetales y Animales. Determinacion del indice de Yodo. NTC 283. Bogota D.C.; El instituto,
2012. p. 4.

Al finalizar el tiempo de reaccion se agregaron 20 mL de yoduro de potasio, asi
como 150 mL de agua para su posterior titulacion con tiosulfato de sodio 0,1 N. El
valor se reporté como el numero de mg de yodo absorbidos por cada 100 g de
muestra y se determind con la ecuacion 14, donde ¢ es la concentracion de la
solucion de tiosulfato de sodio, V; es el volumen en mL de tiosulfato de sodio
empleado en el blanco, V, es el volumen de tiosulfato de sodio usado para la
determinacién y m es la masa en gramos de la porcion de ensayo.

Esta reaccién es de tipo redox, presenta cambio de 2 electrones
PMI, =2541eq—g=254/2=127gleq—g= 0.127 g/meq

Ecuacion 14. indice de Yodo.

)y - 1269V~ V2)
m

Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y
Aceites Vegetales y Animales. Determinacion del Indice de Yodo. NTC 283. Bogota D.C.; El instituto,
2012. p. 5.

243 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y Aceites Vegetales y
Animales. Determinacion del Indice de Yodo. NTC 283. Bogota D.C.; El instituto, 2012. p. 1-12
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2.2.12.5 indice de peroxidos. Conforme a la NTC 236244, en primera instancia se
procedio a verificar que el erlenmeyer de 250 mL de capacidad estuviese limpio y
seco. Segun los valores de peroxido esperados (entre 1y 30), se procedié a pesar
5.0 g de la muestra de ensayo. Posteriormente, se adicionaron 30 mL de solucién
acido acético/cloroformo con una relacion 3:2 y 0,5 mL de solucion de yoduro de
potasio. Luego de realizado este proceso, la muestra se agito teniendo la precaucién
de no generar vértices grandes y se mantuvo en reposo por un minuto conservando
una temperatura entre 15 a 25°C. Inmediatamente se agregaron 20 mL de agua
destilada.

Después, se procediod a titular con tiosulfato de sodio 0.01N, empleando almidén
como indicador. Este mismo procedimiento se llevo a cabo con el blanco omitiendo
la porcion de la muestra, siguiendo las especificaciones de esta norma. El valor se
reporté como mEq de 0, por kg de muestra y se determind con la ecuacion 15,
donde V es el volumen en mL de la solucion de tiosulfato de sodio consumido en el
ensayo de aceite, V, es el volumen en mL de la solucion de tiosulfato de sodio
consumido para el blanco, ¢ es la concentracion de tiosulfato de sodio y m es la
masa en gramos de la porcién de ensayo.

Ecuacién 15. indice de Peréxido.

_ (V= Vp)(©)(1000)
a m

VP

Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y
Aceites Vegetales y Animales. Determinacion del Indice de Peréxido NTC 236. Bogota D.C.; El
instituto, 2011.p. 6.

2.2.12.6 indice de acidez. De acuerdo con la NTC 218245, para determinar el indice
de acidez se empled el método de referencia, para ello se pesé una masa de
muestra segun el porcentaje de acidez esperado para aceites vegetales crudos
conforme lo indica la tabla 7. Simultdneamente en un erlenmeyer se calentaron 50
mL de la mezcla éter etilico — etanol en una relacion 1:1 (v/iv) y 0.5 mL de
fenolftaleina hasta ebullicion. Se procedi6é a neutralizar el etanol por medio de una
titulacién con la solucion de KOH de 0.1 mol/L (asegurando que la temperatura del
etanol estuviese sobre los 70 °C), hasta que se presente un cambio de color ligero y
definitivo de por lo menos 15 s con la adicién de una gota de alcali.

244 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y Aceites Vegetales y
Animales. Determinacion del Indice de Peréxido NTC 236. Bogota D.C.; El instituto, 2011. p. 1-12
245 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y Aceites Vegetales y
Animales. Determinacion del Indice de Acidez. NTC 218. Bogota D.C.; El instituto, 2011. p. 1-15
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Tabla 7. Masas para las porciones de ensayo y concentraciones de alcali.

Exactitud del

L Magq dela Concentracion  pesaje de la
Valor acido porcién para i
Grupo de productos . de KOH porcion para
aproximado ensayo 1/
@) (mol/L) ensayo
(9)
Aceites vegetales
refinados Oal 20 0,1 0,05
Grasas animales
Aceites vegetales crudos la4 10 0,1 0,02
Grasas amrpalgs con 4215 25 01 0,01
) grado técnico
Acidos grasos madre para 15a75 0,5 0,1 0,001
) jabén 3,0 0,5
Acidos grasos técnicos >75 0,2 0,1 0,001
(destilados) 1,0 0,5

Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y
Aceites Vegetales y Animales. Determinacion del Indice de Acidez. NTC 218. Bogota D.C.; El
instituto, 2011. p. 4.

Una vez finalizada la titulacion se adicioné el etanol neutralizado a la muestra de
aceite y se mezclaron, para posteriormente realizar nuevamente el proceso de
titulacion con KOH de 0.1 M siguiendo las especificaciones de esta norma. El valor
se reportd como los mg de KOH necesarios para neutralizar 1 g de aceite y se
determind mediante la ecuacion 16, donde V es volumen en mL gastado en la
titulacion de la solucion de KOH, ¢ es la concentracion de la solucion de KOH, m es
la masa en gramos de la muestra y el nimero 56, 1 es la masa molar del KOH.

Ecuacién 16. indice de Acidez.

_(56.1)(V)(c)
a m
Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y

Aceites Vegetales y Animales. Determinacion del indice de Acidez. NTC 218. Bogota D.C.; El
instituto, 2011. p. 6.

2.2.12.7 Determinacion de la materia insaponificable. De acuerdo con la NTC
235-2246 para la determinacion de la materia insaponificable, se realizé inicialmente
un proceso de saponificacion utilizando hidréxido de potasio (KOH) y 5 g de muestra
en un balon de 250 mL de capacidad, acoplado a un condensador de reflujo. La
solucion se dejé en ebullicion durante un periodo de 1 hora, para posteriormente
agregarle por la parte superior del condensador 50 mL de agua. El balon se sometio
a agitacion y enfriamiento.

246 INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y Aceites Vegetales y
Animales. Determinacion de la materia insaponificable - Método de extraccion con hexano NTC 235-2. Bogota
D.C.; El instituto, 2002. p. 1-9
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Posteriormente para la extraccion de la materia insaponificable, se transfiere la
mezcla a un embudo de separacion de 250 mL; el balon utilizado se lavé con 50 ml
de hexano, cantidad que después se vertidé en el embudo, este ultimo, se tapo y
agité vigorosamente asegurandose de liberar presion en el mismo. La solucion se
dej6 reposar hasta evidenciar una separacion de fases, luego, se separo la parte
inferior (fase acuosa) depositandola en un segundo embudo de separacion, al cual
se le agregaron 50 mL mas de hexano, el proceso se repitid una tercera vez y se
recogieron los tres extractos de n-hexano en un embudo de separacion adicional.

Los extractos agrupados, se lavaron utilizando porciones de 25 mL de etanol,
asegurandose de decantar la solucion etandlica luego de cada lavada de acuerdo a
las especificaciones de la norma, el proceso se repitié hasta que los enjuagues no
presentaran una tonalidad rosada luego de la adicion de una gota de la solucion de
fenolftaleina. Posteriormente, se transfirio la solucion a un balon de 250 mL secado
de manera previa a una temperatura de 103°C, y pesado segun el procedimiento
que describe la norma, finalmente se dej6é evaporar el solvente utilizando un bafio
de agua hirviendo. El residuo resultante también se sometid a un proceso de
secado, utilizando la misma temperatura durante periodos de 15 minutos segun la
descripcion de la norma, finalmente se tomo el peso del balon hasta que no se
presentaran variaciones significativas entre las mediciones.

Después de pesar el residuo, éste se disolvio en 4 mL de hexano y luego se adiciond
20 mL de etanol neutralizado anticipadamente, hasta obtener una tonalidad rosada
tenue con la adicién de una gota de solucién de fenolftaleina. La mezcla realizada,
se titula con solucién etandlica volumétrica estandar de hidroxido de potasio 0,1
mol/L hasta obtener un color idéntico al final.

El procedimiento descrito se repiti6 nuevamente, con el fin de realizar un ensayo
para el blanco omitiendo la porcion de ensayo. El calculo de los resultados se realiz6
utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuacién 17. Determinacion de Materia insaponificable.

100(m; — my —m3)

Contenido de materia insaponificable =
mg

Fuente: INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION. Grasas y
Aceites Vegetales y Animales. Determinacion de la materia insaponificable - Método de extraccion
con hexano NTC 235-2. Bogoté D.C.; El instituto, 2002. p. 4.

Donde m, corresponde a la masa en gramos de la porcion de ensayo, m; equivale
a la masa en gramos del residuo, m, corresponde a la masa en gramos del residuo
obtenido con el blanco y m; equivale a la expresion 0,28V ¢, donde V representa el
volumen en mililitros de la solucion etandlica volumétrica estandar de KOH utilizada
en la titulacién, y ¢ simboliza la concentracion exacta en mol/L de la solucién
etanolica volumétrica de KOH.
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2.3 PRUEBA DE LIEBERMANN-BURCHARD

La aplicacion de esta prueba se realizd en tres muestras diferentes: extracto
etanolico, aceite y materia insaponificable. Para esto se tomaron tres tubos de
ensayo, se verificO previamente que estos se encontraran limpios y secos. Se
mezcld en cada tubo, 1 mL de anhidrido acético con 1 mL de cloroformo, y se agregé
cuidadosamente por las paredes, una o dos gotas de acido sulfarico concentrado
inclinando el tubo hacia delante con el fin de prevenir salpicaduras. Posteriormente
una cantidad conocida de extracto organico 0 muestra se puso en contacto con la
solucién cloroférmica preparada, se esperdé un momento y se observé el efecto
producido. Se considera un resultado positivo si bajo las condiciones operadas,
aparecen manchas en cualquier tonalidad del rojo, azul o verde?*’.

2.4 SELECCION DE PARAMETROS — SEPARACION DE FITOESTEROLES

Los fitoesteroles son compuestos bioactivos con funcion estructural, que estabilizan
las bicapas lipidicas en membranas vegetales tal como lo hace el colesterol en las
membranas de naturaleza animal; caracteristicos por sus propiedades
antitumorales, antiinflamatorias, fungicidas y bactericidas?*® (tal como se mencioné
en la seccioén 1.3.6), pero especialmente por su efecto hipocolesterolemiante capaz
de reducir el colesterol de baja densidad LDL (1 - 12%) cuando su ingesta diaria
equivale a 1,5 a 3 g%°.

Pese a la disponibilidad de productos alimenticios que poseen esteroles vegetales,
para numerosos consumidores no es sencillo lograr el nivel de ingesta
mencionado?®?, se estima que el consumo diario de fitoesteroles varia entre 0.16 y
0.5 g por dia (estas cantidades no son suficientes para lograr acciones beneficiosas
sobre el organismo)?°1, por lo cual, el interés por su extracciéon y separaciéon ha
aumentado considerablemente, pues estos compuestos pueden adicionarse en
diversos alimentos o suplementos dietéticos?>2. Sumado a lo anterior, los efectos
benéficos de los esteroles sobre la salud, han provocado su estudio y cuantificacion
en diversos frutos o semillas, especificamente en la fraccion del aceite de los
mismos, pues es donde se encuentran mayoritariamente los fitoquimicos?>3. Es

247 MONTEALEGRE, Op. cit., p. 41.

248 AGUIRRE, Op. cit., p. 3.

249 MENENDEZ, Maria; KNOL, Diny y JANSSEN, Hans. Development and validation of methodologies for the
guantification of phytosterols and phytosterol oxidation products in cooked and baked food products [en linea].
En: Journal of Chromatography A. Enero, 2016, vol. 1428, p. 316. [Consultado: 04 julio 2019]. ISSN: 0021-9673.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.09.073

250 |pid., p. 1

251 G|LVA. Op. Cit., p. 17

252 SRIGLEY, Cynthia y HAILE, Ermias. Quantification of plant sterols/stanols in foods and dietary supplements
containing added phytosterols [en linea]. En: Journal of Food Composition and Analysis. Junio, 2015, vol. 40, p.
163. [Consultado 4 julio 2019]. ISSN: 0889-1575. DOI: https://doi.org/10.1016/).jfca.2015.01.008

253 DA COSTA, Op. cit., p. 1604.
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necesario mencionar, que las condiciones de cultivo y manejo de las fuentes
agrondémicas utilizadas en este proceso, afectan la cantidad de fitoesteroles?>.

La seleccion de parametros en esta seccion, se fundamenta en la busqueda
bibliografica de diversos documentos, de modo que pueda conocerse y agruparse
las condiciones utilizadas para la separacién y determinacion de estos compuestos
bioactivos a partir de la sustancia grasa extraida de diversas especies 0 muestras
tratadas previamente, los articulos encontrados se presentan a continuacion.

Cuadro 10. Condiciones de operacion para la separacion y determinacién de fitoesteroles.

Articulo . o
# Titulo Autor Pais/Afo

Estudio de la fraccién insaponificable

40 obtenida del aceite extraido de la semilla FERNANDEZ, Jpllanay Colombia
N ARCILA, Luisa.
de la luffa cylindrica
2008
a1 Phytosterols and tocqpherols_ content of Da COSTA, PAULO et al. Brasil
pulps and nuts of Brazilian fruits
2010
Effect of pretreatment with microwaves on
4o Oxidative stability 7 A pMARD, Sodeif et al. Iran
and nutraceuticals content of oil from
rapeseed 2010
Cuantificacion de fitoesteroles en residuos ) México
43 |industriales derivados de la molienda HERNANDEZ, R. et al.
humeda de maiz
2011
Obtencién y caracterizacion del aceite de )
las semillas de vitis labrusca |. (uva| TORO, Natalia y SUAREZ, Colombia
44 . 9 . -
isabella) y evaluacidbn de su actividad Liseth.
antioxidante 2012
Estandarizacién de la técnica
45 cromatografia de gases capilar para la ARIAS, Andrés y GIL, Colombia
identificacion y  cuantificacion  de Diana.
fitoesteroles en semillas de luffa cylindrica 2012

254 SILVA. Op. Cit., p. 17
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Cuadro 10. (Continuacién).

# Articulo Pais/Ano

Titulo Autor

Determinacién de compuestos fendlicos,
carotenoides, fitoesteroles, tocoferoles,

acidos grasos y capacidad antioxidante en . Perd
46 . . : NN TALAVERANO, Alagon.

aceites extraidos de semillas de dieciséis

accesiones de plukenetia volubilis . 2012

(sacha inchi)

Evaluacion de fitoesteroles en aceites de Espafia
47 | semillas de girasol modificadas AGUIRRE, Marta.

genéticamente

2012

Quantification of plant sterols/stanols in Estados Unidos

foods and dietary SRIGLEY, Cynthia y HAILE,
48 - .
supplements containing added Ermias.
phytosterols 2015

Development and validation of
methodologies for the quantification

= 1 Holanda
49 | of phytosterols and phytosterol oxidation MENENDEZ, Maria, KNOL,

Diny y JANSSEN, Hans.

products in cooked and
baked food products 2016
Caracterizacion fisicoquimica de

diferentes variedades de aguacate,

50 _Persea ame_r,icana Mill. (Lau[aceae) e ROBAYO, Angie. Colombia
implementacion de un método de
extraccion del aceite de aguacate como 2016
alternativa de industrializacion
Andlisis de fitoesteroles en la semilla de .
51 Persea americana miller (var. lorena) por BARRERA, Rosay Colombia
cromatografia de gases y cromatografia ARRUBLA, Juan.
liquida de alta eficiencia 2017

Quantitative determination of free and Chi
ifi i i ina

esterified phytosterol profile in ngts WANG, Mengmeng et al.

and seeds commonly consumed in China

by SPE/GC-MS

52
2019
Fuente: elaboracion propia.

Para los articulos mencionados en la tabla anterior, se realiz6 una agrupacion de
los pardmetros cromatograficos utilizadas en la determinacién y cuantificacion de
fitoesteroles utilizando detectores de espectrometria de masas (MS) e ionizacion de
llama (FID). Las condiciones utilizadas para la separacién de fitoesteroles incluyen
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saponificacién alcalina, derivatizaciéon y cuantificacién cromatografica®®®. Los datos
de estos procesos se describen en la contextualizacion de cada articulo, mientras
gue los parametros utilizados en la cromatografia, se presentan a continuacion:

Cuadro 11. Condiciones de operacion para la determinacion y cuantificacion de

fitoesteroles, utilizando como detector espectrometria de masas (MS).

# Parte

Cromatdgrafo de gases

Fase movil

Inyector

40

Programacion del horno

Columna
Rtx-5sil MS Crossbond

Detector MS
Cromatografo de gases

Fase movil

Inyector

44

Programacion del horno

Columna
Rtx-5sil MS Crossbond

Condiciones cromatograficas
Especificacion

Shimadzu

Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Rata
Temperatura 2
Tiempo de calentamiento 2
Longitud
Didmetro interno
Temperatura
Shimadzu
Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Rata
Temperatura 2
Tiempo de calentamiento 2
Longitud
Diametro interno
Espesor de pelicula

Condicién
QP2010
Helio
6.4 mL/min
310 °C
1.0uL
Split
150 °C
2 min
8 °C/min
320 °C
6 min
30m
0,25 mm
260 °C
QP2010
Helio
0.7 mL/min
310 °C
1.0puL
Split
150 °C
2 min
8 °C/min
320 °C

6 min
30m
0,25 mm
0.25 pm

255 |ISLAM, M.A, et al. Phytosterol Determination and Method Validation for Selected nuts and Seeds [en linea].
En: Food Analytical Methods. Octubre, 2017, vol. 10. p. 3225-3226. [Consultado: 03 mayo 2019]. DOI:

10.1007/s12161-017-0877-3.
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Cuadro 11. (Continuacién).

#
Parte

Cromatografo de gases

Fase movil

Inyector

48

Programacion del horno

Columna
SE-54

Detector MS
Cromatdgrafo de gases

Fase movil

Inyector

49

Programacion del horno

Columna
CP-Sil-13CB

Detector MS

Condiciones cromatograficas
Especificacion
Agilent Tecnologies
Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Rata
Temperatura 2
Tiempo de calentamiento 2
Temperatura 3
Tiempo de calentamiento 3
Longitud
Diametro interno
Espesor de pelicula
Temperatura
Agilent Tecnologies
Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Temperatura 2
Rata 1
Temperatura 3
Tiempo de calentamiento 3
Rata 2
Longitud
Didmetro interno
Espesor de pelicula
Temperatura

124

Condicion
GC 6890N
Helio
1 mL/min

No Reporta
1puL
Split

250 °C
60 min
15 °C/min
265 °C
5 min
250 °C
3 min
30m
0,32 mm
0,25 pm
290 °C
GC 6890N
Helio
1.7 mL/min
300 °C
1.0 L
Split
120 °C
0,5 min
260 °C
20 °C/min

300 °C

2,5 min

2 °C/min

25m

0,25 mm

0.25 pm

200 °C



Cuadro 11. (Continuacién).

#
Parte

Cromatografo de gases

Fase movil

Inyector

50 Programacion del horno

Columna
HP-5

Detector MS
Cromatografo de gases

Fase movil

Inyector

51

Programacion del horno

Columna
DB-5MS

Detector MS

Condiciones cromatograficas
Especificacion
Agilent Tecnologies

Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen

Temperatura 1
Rata 1
Temperatura 2
Rata 2
Temperatura 3
Tiempo de calentamiento 3
Rata 3
Temperatura 4
Tiempo de calentamiento 4
Longitud
Diametro interno
Espesor de pelicula
Temperatura
Agilent Tecnologies
Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Rata 1
Temperatura 2
Rata 2
Temperatura 3
Tiempo de calentamiento 3
Longitud
Diametro interno
Espesor de pelicula

Temperatura

125

Condicién
7890B

No Reporta

200 °C
10 °C/min
275 °C
0,3 °C/min
280 °C
0,833 min
10 °C/min
300 °C
1 min
30m
250 pm
0,25 pm
No Reporta
7890
Helio
65 mL/min
250 °C
5uL
Split
50 °C
1 min
25 °C/min
125 °C
10 °C/min
300 °C
7 min
60 m
320 pm
0,25 pm
No Reporta



Cuadro 11. (Continuacién).

Condiciones cromatograficas

# Parte Especificacion Condicioén
Cromatografo de gases Agilent Tecnologies No Reporta
, Gas transportador Nitrégeno
Fase movil : )
Flujo total 1,6 mL/min
Temperatura 250 °Cy 300 °C
Inyector Volumen No Reporta
Modo Split
Temperatura 1 180 °C
52 Tiempo de calentamiento 1 1 min
Programacion del horno Rata 40 °C/min
Temperatura 2 290 °C
Tiempo de calentamiento 2 10 min
Longitud 30m
%OBIEJSTAHS Didmetro interno 0,25 mm
Espesor de pelicula 0,25 um
Detector MS Temperatura No Reporta

Fuente: elaboracién propia.

Respecto al articulo No. 40, los autores FERNANDEZ, Juliana y ARCILA, Luisa?°5;
caracterizaron la materia insaponificable del aceite extraido de las semillas de la
Luffa Cylindrica segun la NTC 235-2, por lo que la muestra pas6 primero por un
tratamiento previo de limpieza y molienda. Para la extraccion del aceite, se utilizé el
método Soxhlet empleando n-hexano como disolvente, con una relacion M:S 1:5
durante un periodo de tiempo equivalente a 2 horas; el articulo reporta un porcentaje
de extraccion equivalente al 17.8%. Adicionalmente, en el documento se menciona
gue los autores separaron la materia insaponificable del aceite extraido mediante la
norma ICONTEC 253-2, obteniendo un contenido del 38.6%; El proceso fue seguido
de la separacion de la fraccion de fitoesteroles mediante extraccién en fase sélida
(EFS) utilizando columnas de silica gel acondicionadas previamente con 4 mL de
hexano, en este proceso, también se estudiaron dos sistemas de elucion: Hexano-
Diclorometano y Hexano-Acetato de Etilo, las fracciones obtenidas por los sistemas
se evaluaron mediante la implementacion de cromatografia de capa delgada; los
autores concluyen que el primer sistema permite la separacion de fitoesteroles.
Finalmente, en el documento se reporta la caracterizacion de la fraccion de
fitoesteroles mediante un GC-MS, encontrando como compuestos principales el
10.96% de Lanosterol y el 15.06% de Ergosta-7,22-dien-3-ol, (3. B, 5. a).

256 FERNANDEZ, Op. cit., p. 30-76.
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En el trabajo de grado No 44. TORO, Natalia y SUAREZ, Liseth?7, |levaron a cabo
la caracterizacion fisica y quimica del aceite de las semillas de Vitis labrusca L. (uva
Isabella), siguiendo las especificaciones de las normas ICONTEC para grasas y
aceites. En el documento se menciona que antes de realizar el procedimiento, las
semillas oleosas fueron sometidas a un tratamiento previo de lavado y secado
donde este ultimo se llevé a cabo a una temperatura de 40 °C durante 2 dias,
finalmente la muestra se molié en presencia de nitrégeno liquido. Para extraer el
aceite, se utilizé el método Soxhlet empleando n-hexano como disolvente, con una
relacion M:S 1:10 durante 3 horas, obteniendo un porcentaje de extraccion del
9,62%. Luego de obtenida la muestra oleosa, se procedid a obtener la materia
insaponificable mediante la norma ICONTEC 235-2 (obteniendo un contenido de
1,82%), para posteriormente concentrar la fraccion de fitoesteroles mediante una
separacion en fase sélida, empleando una columna Restek, Silica - fase normal,
acondicionada previamente con 3 mL de hexano, en éste proceso se emplearon dos
sistemas de elucion: 1) Hexano: Acetato de etilo 9:1 y 2) Hexano: Diclorometano
6:4, asi como un control de cromatografia en capa delgada con el objetivo de
comprobar si la separacion de fitoesteroles se iba a poder realizar. Los autores
concluyeron que el sistema 1 permitid la separacion eficaz de la fraccion de
fitoesteroles, la cual posteriormente se derivatizé de forma que pudiera realizarse el
andlisis cromatografico con espectrometria de masas; los fitoesteroles
determinados fueron los siguientes: [-sitosterol (72.870%), estigmasterol
(10.161%), campesterol (9.691%) y campestanol (7.276%).

En el articulo No. 48, los autores SRIGLEY, Cynthia y HAILE, Ermias?°8, realizaron
la validacién de un método para la determinacion del contenido y la composicién de
esteroles y/o estanoles vegetales en diversos alimentos y suplementos dietéticos
que poseen fitoesteroles afadidos (incluidos el campesterol, campestanol,
stigmasterol, b-sitosterol y sitostanol; que son objeto de la declaracion de
propiedades saludables de la FDA?>), para esta tarea muestras ya homogenizadas
se sometieron a saponificacion, para ello se afiadieron 0,5 mL de solucién de
estandar interno de epicoprostanol (5 mg/ml en cloroformo) a un recipiente de
almacenamiento con capacidad de 125 mL y luego se evaporoé el disolvente. Las
muestras que contenian 25 mg de fitoesteroles totales (segun declaracion de
etiqueta), se pesaron segun especificaciones del articulo y se agregaron en un
recipiente de capacidad de 125 mL, al cual se adicion6é también 50 mL de KOH
etrandlico 2M con ayudas de ebullicion, la muestra se sell6 herméticamente y se
calent6 durante 60 minutos a una temperatura de 80°C con agitaciones cada 15
minutos (para disolver la muestra mas facilmente). Seguido de lo anterior, se realizo
una separacion liquido — liquido de la materia insaponificable, para ello se agregaron
50 mL de dietil éter anhidro a la muestra ya saponificada. El recipiente que contenia
la misma, se agitd y su contenido se transfiri6 a un embudo de separacion de 500

257 TORO, Op. cit., p. 78-137.
258 SRIGLEY. Op. Cit., p. 163-166
259 FDA, de las siglas en ingles de “Food and Drug Administration”
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mL de capacidad. El recipiente vacio se lavé con 100 ml de agua desionizada y 100
ml de éter dietilico anhidro, y los lavados se vertieron al embudo de separacién
mencionado; se realizé la extraccion liquido-liquido y la fase organica, se lavé con
agua desionizada cuatro veces y se transfiri6 a un matraz de fondo redondo de 250
mL con el fin de evaporar el disolvente. La materia insaponificable se solubilizd
luego en 2,5 mL de cloroformo y se almacend a 20 ° C hasta su uso. Las muestras
analizadas por GC, mostraron un contenido total de fitosterol entre 0,2 a 55,2 g /
100 g. El contenido medio total de fitosterol tuvo un valor de 105% del 14%
establecido en las declaraciones de la etiqueta. Este articulo es el primero en
evaluar el contenido y la composiciébn de los fitoesteroles en productos con
fitoesteroles afadidos y disponibles en los Estados Unidos, asi como su uso de la
declaracion de salud de la FDA para fitoesteroles y el riesgo reducido de cardiopatia
coronaria CHD.

En el articulo No. 49, MENENDEZ, Maria; KNOL, Diny y JANSSEN, Hans2®,
desarrollaron y validaron una metodologia GC-MS para la cuantificaciéon de
fitoesteroles (PS) y productos de oxidacion de fitosterol (POPs) en productos
alimenticios cocidos y horneados con margarinas que poseen esteroles vegetales
afiadidos y margarina control (sin adicion de biocompuestos). Los métodos
optimizados dieron como resultado una buena sensibilidad y permitieron el analisis
de PS y POPs en una amplia seleccion de alimentos con un amplio rango de
concentraciones. Las curvas de calibracion para PS y POPs mostraron coeficientes
de correlacion (R?) mejores que 0.99. Para la determinaciéon de fitoesteroles, los
autores realizan una extraccién de grasa a partir de la muestra, seguida de un
analisis de analitos objetivo en la misma, por lo tanto, una vez que se obtiene el
extracto graso, se llevd a cabo una saponificacidon de la siguiente forma: se
agregaron 0,5 mL de una solucién de estandar interno 5a-colestano (1 mg * mL™!
de n-hexano) en un tubo de reaccion, para margarinas con esteroles modificados.
Luego, el solvente de la solucién estandar se evapord bajo una corriente de
nitrdgeno. Posteriormente, se pesaron 0,05 g de la grasa extraida en el tubo de
reaccion y se agregaron 7 mL de KOH 2 M en solucion de etanol (95%). El tubo de
reaccion se cerrd y se agité en vortex durante 30 s. Luego, la muestra se saponifico
durante 90 minutos a 90 ° C. Después, se agregaron 5 mL de agua desmineralizada
y 5 mL de heptano. La fase superior organica se transfirié a un tubo de ensayo de
25 mL. La extraccion se repiti6 dos veces con 5 mL de heptano. Los extractos
combinados se evaporaron bajo una corriente de nitrégeno a 50 ° C. El tubo de
ensayo se enjuagoé con 1 ml de heptano y el disolvente se evapor6é nuevamente bajo
una corriente de nitrogeno a 50 ° C. Los autores reportan que los limites de
deteccion de los fitoesteroles, fueron inferiores a 0.24 mg kg~?! en los alimentos
estudiados.

260 MENENDEZ. Op. Cit., p. 1-8
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ROBAYO, Angie®®!, en el articulo No. 50, realiz6 la evaluaciéon de los atributos
morfolégicos, valor nutricional y perfil metabdlico del aceite presente en el
mesocarpio de veintiln cultivares de aguacate provenientes de distintas regiones
de Colombia, a su vez, se realiz6 la extraccién de aceite del aguacate variedad
Hass, sometiendo el mesocarpio del fruto a procesos de prensado, centrifugacion y
filtracion, para el harina resultante del prensado en el proceso anterior, se utilizé
extraccion soxhlet con bencina de petréleo como disolvente. En el aceite resultante
se determiné el perfil de acidos grasos y se cuantificaron compuestos como vitamina
E y esteroles, obteniendo de este dltimo los siguientes porcentajes: 13 %
Brassicasterol, 26 % Campesterol, 7 % Estigmasterol y 53 % (3- Sitosterol. Para la
cuantificacion de esteroles, se realiz6 una saponificacion utilizando 1 g de extracto
graso, agregando 20 mL de una solucion etandlica de KOH 2 N durante 90 minutos
a reflujo. Luego se agregaron 20 mL de agua destilada y se llevdé a cabo una
extraccion liquido- liquido para la separacion de la materia insaponificable. En esta
altima, la muestra saponificada se transfiri6 a un embudo de decantacion y se
realizaron tres lavados de la fase etandlica- acuosa, con 20 mL de éter de petroleo
cada uno. Posteriormente, las fracciones etéreas se recogieron y se lavaron con un
total de 60 mL de etanol al 50 %. Después de eliminar el disolvente, la fraccion
insaponificable se seco6 hasta obtener un peso constante y se redisolvié en 1 mL de
cloroformo. Este estudio determiné que el contenido promedio de esteroles es de
3726,7 mg/ kg aceite, lo que concuerda con lo reportado en la literatura (3396,4
ppm), el valor encontrado por los autores, también es mayor a la cantidad de
fitoesteroles totales presentes en el aceite de oliva 2282,7 ppm.

En el articulo No. 51 los autores BARRERA, Rosa y ARRUBLA, Juan?®?, se
desarrollo y estandarizé un método de extraccion de aceite de semillas de Persea
americana Miller variedad Lorena, el procedimiento permitié cuantificar la cantidad
de fitoesteroles como el estigmasterol y el 5a- colestano e identificar otros como el
ergosterol. En el articulo se menciona que para la determinacion de fitoesteroles,
se llevé a cabo una saponificacion utilizando 10-100 mg de muestra de aceite
aproximadamente, y 10 mL de una solucién etanélica de KOH 2M, las cantidades
mencionadas se introdujeron en un frasco que se cerré herméticamente y se coloco
en un horno microondas doméstico a una potencia de 50 % durante dos periodos
de 35 segundos, pasados 10 minutos, la muestra se neutralizé utilizando acido
clorhidrico 1 M. Luego de esto, se realiz6 una extraccion liquido — liquido utilizando
10 mL de n-hexano, seguida de dos extracciones adicionales con el mismo solvente,
pero utilizando 5 mL; se recogid la fase organica de cada extraccion para
posteriormente concentrar la materia insaponificable. Los autores mencionan que
para separar la fraccion de fitoesteroles, se realiz6 una extraccion en fase soélida a

261 ROBAYO, Angie. Caracterizacion fisicoquimica de diferentes variedades de aguacate, Persea americana
Mill.(Lauraceae) e implementacién de un método de extraccion del aceite de aguacate como alternativa de
industrializacion [en linea]. Tesis para optar al titulo de Magister en Ciencias - Quimica. Universidad Nacional
de Colombia, 2016. p. 57-95. [Consultado: 07 febrero 2019]. Disponible en:
http://bdigital.unal.edu.co/56953/13/angietatianarobayomedina.2016.pdf

262 BARRERA. Op. Cit., p. 35-41
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partir de la materia obtenida anteriormente, en éste proceso, se utilizé un Sep-Pak
de Si-OH de 200mg/3mL y eluyentes: 10 mL de una mezcla hexano:acetato de etilo
(90:10) para la fraccién no polar que corresponde a fitoesteroles esterificados y 10
mL de una mezcla etanol:éter etilico:hexano (50:25:25) para la fraccion polar que
corresponde a fitoesteroles libres, las fracciones se recolectaron y se concentraron
con la ayuda de un rotaevaporador. En el documento se concluye que para las
semillas utilizadas, mediante cromatografia liquida se determind cualitativamente el
ergosterol como el fitosterol mayoritario, mientras que por GC-FID se cuantifico el
5a-colestano con un valor de 49.77 mg por Kg de aceite, seguido de estigmasterol
con 19.17 mg por Kg de aceite.

Finalmente, en el articulo No, 52, WANG, Mengmeng et al?3, analizan los
fitoesteroles libres y esterificados presentes en muestras de nueces y semillas de
China utilizando extraccion en fase sdlida y técnica de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas, de modo que pueda identificarse la conexion
entre estas especies vegetales y sus beneficios sobre la salud. Para la
determinacién de fitoesteroles, se utilizé un equipo soxhlet que permitié extraer la
fase lipidica de 2-5 g de muestra, utilizando éter de petréleo durante un periodo de
6 h. Luego de esto, se utiliz6 20 mg de aceite y se saponific6 con KOH 1M/etanol
durante 18 horas a 25°C, después, se adicionaron 5 mL de diclorometano y 5mL de
agua, de modo que se llevara a cabo una separacion de la fraccidon de fitoesteroles
totales mediante extraccion liquido — liquido, el agua se eliminé y la fase organica
se lavo tres veces con agua hasta que la solucion se volvio transparente, finalmente
la fase orgénica se evaporé con nitrégeno. Se llevo a cabo una extraccion en fase
sélida para la extraccion de los fitoesteroles libres, para ello, se utilizdé un cartucho
SPE (Strata NH2, 55 ym, 70 A, 1 g/6 ml), el cual fue activado por 2 x 5 mL de n-
hexano. En seguida, se cargaron 5 ml de n-hexano que disolvian 50 mg de la
fraccion lipidica con 50 ug de estandar interno (5a-colestano). Posteriormente, se
utilizaron como eluyentes: n-hexano / dietil éter (98: 2, v/v) y n-hexano / acetato de
etilo (96: 4, v/v) para la separacién de los fitoesteroles esterificados. Luego, el
cartucho se lavé con n-hexano/acetato de etilo (5:95, v / v) para separar los
esteroles libres. Los disolventes que contenian éstos ultimos, se evaporaron con
nitrégeno para el analisis GC-MS. Los autores reportan que la cantidad de
fitoesteroles para las especies analizadas, vari6é entre 15,9 mg/ 100 g de peso seco
de muestra a 255,2 mg/100 g de peso seco de muestra, y que en total se present6
un porcentaje de 54,1 a 77,2% de fitoesteroles libres, mientras que el entre el 76,1
y 96,4% del total de fitoesteroles pertenecian a 4-desmetil esteroles.

263 WANG, Mengmeng, et al. Quantitative determination of free and esterified phytosterol profile in nuts and
seeds commonly consumed in China by SPE/GC-MS [en linea]. En: LWT - Food Science and Technology.
Febrero, 2019, vol. 100, p. 355-356. [Consultado: 15 febrero 2019]. ISSN: 0023-6438. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2018.10.077
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Cuadro 12. Condiciones de operacion para la determinacion y cuantificacion
fitoesteroles, utilizando como detector ionizacion de llama (FID).

#
Parte

Cromatoégrafo de gases

Fase movil

Inyector

41
Programacion del horno

Columna
CP-Sil 5CB

Detector FID

Cromatografo de gases

Fase movil

Inyector

42

Programacion del horno

Columna
DB-5MS

Detector FID

Condiciones cromatograficas

Especificacion
SHIMADZU
Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Rata
Temperatura 2
Tiempo de calentamiento 2
Longitud
Diametro interno
Espesor de pelicula
Temperatura

No Reporta

Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Rata
Temperatura 2
Tiempo de calentamiento 2
Longitud
Diametro interno
Espesor de pelicula
Temperatura
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Condicion
GC 14B
Hidrogeno
No Reporta
No Reporta
0,5 pL
No Reporta
60 °C
1 min
10 °C/min
300 °C
10 min
10 m
0,32 mm
0,20 um
320 °C

No Reporta

Helio
30 mL/min
260 °C

No Reporta

60 °C

1 min
40 °C/min

310 °C

27 min

30 m
0.25 mm
0.50 pm

310 °C

de



Cuadro 12. (Continuacion).
#
Parte

Cromatoégrafo de gases

Fase movil

Inyector

43

Programacion del horno

Columna
HP-5

Detector FID

Cromatografo de gases

Fase movil

Inyector

45

Programacion del horno

Columna
MXT5

Detector FID

Condiciones cromatograficas
Especificacion

Hewlett Packard

Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Rata
Temperatura 2
Tiempo
Longitud
Diametro interno
Espesor de pelicula
Temperatura

SHIMADZU

Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Rata
Temperatura 2
Tiempo de calentamiento 2
Longitud
Diametro interno
Espesor de pelicula
Temperatura
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Condicion
6890

Helio
2 mL/min
No Reporta
1puL
Split
220 °C
8 °C/min
270 °C
30 min
30m
0,32 mm
0,25 pm
300 °C

GC-2014

Helio
45 mL/min
350 °C
1puL
Split
250 °C
2 min
40 °C/min
280 °C
17 min
30m
0,25 mm
0,5 um
310 °C



Cuadro 12. (Continuacién).
#
Parte

Cromatoégrafo de gases

Fase movil

Inyector

46

Programacion del horno

Columna
SAC-5

Detector FID

Cromatografo de gases

Fase movil

Inyector

47

Programacion del horno

Columna
HP-5

Condiciones cromatograficas
Especificacion

SHIMADZU PLUS

Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Rata 1
Temperatura 2
Tiempo de calentamiento 2
Rata 2
Temperatura 3
Longitud
Didmetro interno
Espesor de pelicula
Temperatura

Agilent Tecnologies

Gas transportador
Flujo total
Temperatura
Volumen
Modo
Temperatura 1
Tiempo de calentamiento 1
Rata 1
Temperatura 2
Rata 2
Temperatura 3
Tiempo de calentamiento 3
Longitud
Diametro interno
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Condicion
GC-2010

Helio
No Reporta
No Reporta
2 uL
No Reporta
60 °C
1 min
10 © C/min
300 °C
50 min
10 ° C/min
40 °C
30m
0,25 mm
0,25 pm
300 °C

7890A

Hidrégeno
10 mL/min
No Reporta
1puL
On column
80 °C
1 min
20 °C/min
220 °C
10 °C/min
350 °C
15 min
15m
0,32 mm



Cuadro 12. (Continuacion).

" Condiciones cromatograficas

Parte Especificacion Condicion
47 C(|)_IILIJD|”_nSna Espesor de pelicula 0,25 um
Detector FID Temperatura 350 °C
Cromatografo de gases SHIMADZU GC-2014
. Gas transportador Helio
Fase movil i -
Flujo total 45 mL/min
Temperatura 300 °C
Inyector Volumen 1puL
Modo Split
Temperatura 1 250 °C
Tiempo de calentamiento 1 2 min
51 Rata 1 40 °C/min
» Temperatura 2 280 °C
Programacion del horno ) . .
Tiempo de calentamiento 2 10 min
Temperatura 3 300 °C
Rata 2 10 °C/min
Tiempo de calentamiento 3 5 min
Columna Longitud 30m
MXT5 Diametro interno 0,5mm
Espesor de pelicula 0,5 um
Detector FID Temperatura 360 °C

Fuente: elaboracion propia.

DA COSTA, Paolo et al®%4, en el articulo No. 41, evaluaron el contenido de
fitoesteroles y tocoferoles de pulpas y frutos secos de Brasil, con el propdsito de
obtener informacion confiable a cerca de la composicién fitoquimica de algunos
alimentos nativos de esta region. La extraccion del aceite se realizé mediante el
método descrito por Sadler, Davis y Dezman, para evitar el uso de disolventes
organoclorados en el tratamiento de la muestra. Los fitoesteroles se determinaron
mediante la saponificacion de 50 a 100 mg del aceite extraido con una solucién
etandlica de KOH (1 mL) a 70°C durante 50 minutos. Posteriormente, se afiadio a
la muestra el estandar interno (100 uL de B-colestanol 3 mg L~ en MTBE) antes
de la saponificacion. Para la fraccion insaponificable, se utilizé una extraccion
liguido-liquido en 1 ml de agua destilada y 5 ml de n-heptano. La fase organica se
transfirid a un tubo de ensayo que contenia Na,S0,, y la extraccion se repitio dos

264 DA COSTA. Op. Cit., p. 1603-1606
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veces con 5y 4 ml de n-heptano. El analisis de fitoesteroles se realizo por GC-FID,
donde las pulpas de Couma rigida M. (26-236 mg 100 g1 ), Maximiliana maripa D.
(119-285 mg 100 g~! ) y Genipa Americana L. (216 mg 100 g~! ), mostraron los
contenidos mas altos de fitoesterol total. Por otro lado, las pulpas de Mauritia
flexuosa L. (346.72 ug g~') y Endopleura uchi C. (200.92 ug g~!) mostraron la
mayor actividad de la vitamina E. De acuerdo con los resultados reportados por los
autores, estas frutas y nueces tienen un gran potencial para ser cultivadas y
comercializadas como fuentes dietéticas alternativas para estos compuestos
bioactivos.

Tal como se mencion6 anteriormente, en el articulo No. 42 los autores AZADMARD,
Sodeif, et al?%°., evaluaron el efecto del tratamiento previo con microondas sobre la
estabilidad oxidativa y el contenido nutracéutico, del aceite de colza obtenido por
prensado y extraccion con solventes. Respecto al analisis de los fitoesteroles, las
muestras de aceite se saponificaron de acuerdo con el método descrito por
Azadmard Damirchi et al, donde la muestra de aceite (aproximadamente 30 mg) se
mezclé con 3 mL de KOH 2 M en etanol al 95%, esto se llevd a cabo en un tubo de
vidrio y se agité en un bafio de agua a 90°C durante 15 min. Después de enfriar los
tubos, se agregaron 2 mL de agua y 1,5 mL de hexano y se mezclaron
vigorosamente. Posteriormente, la mezcla se centrifug6é a 3000 rpm durante 5
minutos y la capa de hexano que contenia la fraccion insaponificable se separé para
un andlisis adicional. Los fitoesteroles se determinaron por GC-FID, donde se
detectaron seis de éstos compuestos (colesterol, brassicasterol, estigmasterol,
campesterol, sitosterol y A°-avenasterol); en las muestras de aceite de colza
analizadas predomind el sitosterol (50 56%), seguido de campesterol (32-36%) y
brassicasterol (8 -9%). El aceite extraido de colza por disolvente tuvo el mayor
contenido de fitosterol (8120 ug / g) entre todas las muestras analizadas, mientras
que el contenido de fitosterol del aceite extraido por presién sin tratar tuvo la
cantidad mas baja (6601 ug / g). Estos resultados muestran que la extraccion con
solventes es mas eficiente en la extraccion de fitoesteroles en aceite. Sin embargo,
el contenido total en fitosterol del aceite extraido por presion de la muestra no
tratada y el aceite obtenido de muestras tratadas durante 2 y 4 minutos con
microondas fue de 6601, 7407 y 7813 ppm, respectivamente. Estos resultados
muestran que la utilizacion previa de técnicas como microondas sobre la muestra,
es una buena herramienta para enriquecer el contenido de fitoesterol del aceite
extraido.

En el articulo No. 43, HERNANDEZ, R, et al2%_, |levaron a cabo la cuantificacion de
fitoesteroles a partir de los residuos industriales de la molienda himeda de maiz,
donde todos los residuos (germen, gluten, cascarilla seca y cascarilla humedad)

265 AZADMARD, Op, cit.,, p. 1111-1113.

266 HERNANDEZ, R, et al. Cuantificacién de fitoesteroles en residuos industriales derivados de la molienda
hdmeda de maiz [en linea]. En:CyTA — Journal of Food. Agosto, 2011, vol. 9, no. 2, p. 102-107. [Consultado: 03
febrero 2019]. ISSN: 1947-6337. DOI: https://doi.org/10.1080/19476337.2010.482747
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pasaron por un proceso de molienda en un procesador domestico de alimentos y
posteriormente se tamizaron a través de una malla No. 20. La extraccion se realiz6
con una relacion M:S equivalente a 1:20, usando cloroformo como solvente, durante
1 hora. Las fracciones organicas se recuperaron mediante un papel filtro Whatman
No 20 y el resto se evaporo por medio de un rotavaporador a presion reducida con
una temperatura de 35°C. La saponificacion se llevé a cabo con 50 mL de KOH
metandlico 2 N, manteniendo una temperatura de 55- 60°C durante una hora.
Posteriormente, la fraccion resultante se transfirio a un embudo de decantacion
mediante la adicion de 50 mL de agua destilada y 40 mL de éter etilico, la mezcla
se agito y se dej6é en reposar hasta la separacién de las fases. El extracto
concentrado se evaporo en corriente de nitrdgeno hasta sequedad para obtener de
materia insaponificable con la que se llevé a cabo el analisis cromatogréafico
encontrando que, la fraccion lipidica tenia un contenido total de fitoesteroles de 42.1
+ 7.4 mg/g, gluten 2.8 + 1.3 mg/g donde el componente principal fue B-sitosterol con
82.2 y 67.9%. Los residuos cascarilla humeda y cascarilla seca presentaron el
contenido mas bajo de fitoesterol (0.4 + 0.1 mg/g; 0.3 £ 0.04 mg/qg), siendo el
sitosterol el compuesto principal (42.2 y 48.6%) en ambos residuos.

ARIAS, Andrés y GIL, Diana®®’ (articulo No 45). Estandarizaron la técnica de
cromatografia de gases con detector de ionizacion de llama (GC-FID) para la
identificacion y cuantificacion de fitoesteroles en las semillas de Luffa Cylindrica.
Para ello, calcularon parametros estadisticos, como exactitud, precision,
sensibilidad, reproducibilidad, linealidad, repetibilidad, limite de deteccién, limite de
cuantificacion y sesgo, alcanzando valores tolerables para estas medidas. La
extraccion del aceite, se realizd por el método Soxhlet empleando n-hexano como
disolvente, con una relacién soluto: solvente 1:5 durante 2 horas, obteniendo un
porcentaje de extraccion del 8,45%. La muestra oleosa obtenida fue sometida al
proceso de saponificacién para la extraccion de la materia insaponificable segun la
norma ICONTEC NTC 235-2, posteriormente se utilizé la técnica de extraccion de
fase sélida (EFS) con el fin de obtener la fraccién de fitoesteroles a partir de la
materia insaponificable de la sustancia oleosa, para este proceso se utilizaron
cartuchos de silica gel, con capacidad de 3 mL/ 500 mg, relacion silica: muestra de
1:20y sistemas de elucion de Hexano: Acetato de etilo y hexano: diclorometano que
permitieron la evaluacién de las fracciones obtenidas por cromatografia de capa
delgada; el primer sistema permitio la separacién de los compuestos esteroidales.
En el proceso descrito se obtuvo un contenido de materia insaponificable de
1,8465% y mediante el andlisis cromatografico se determind al B- sitosterol como
fitoesterol mayoritario con 2551.1 mg/ kg de aceite, seguido del estigmasterol con
211,19 mg/ kg de aceite.

En el articulo No. 46, TALAVERANO, Alagon®%®, realiz6 un estudio para la
determinacion de compuestos fenolicos, carotenoides, fitoesteroles, tocoferoles,

267 ARIAS, Op, cit., p. 38-80.
268 TALAVERANO, Op. cit., p. 61-107.
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acidos grasos y capacidad antioxidante del aceite extraido a partir de las semillas
de Sacha Inchi. La extraccion se realizo mediante el método Soxhlet utilizando éter
de petréleo como disolvente, con una relacion M:S equivalente a 1:10 durante 6
horas, obteniendo un porcentaje de extraccion entre 37.57% - 33.24%. Los
resultados obtenidos mostraron que el contenido de compuestos fendlicos estaba
entre 58.98 — 69.66 mg de acido galico/ 100 g aceite, el contenido de carotenoides
entre 0.15 — 0.33 mg B-caroteno/ 100 g aceite. Por otro lado, el contenido de
tocoferoles (a,B,y y d-tocoferol), tuvo un promedio de 212.32 mg tocoferol/ 100 g
aceite, que oscilo entre 7.69 — 7.92 mg a-tocoferol/100 g aceite, 3.09 — 3.53 mg B-
tocoferol/100 g aceite, 70.29 — 160.13 mg y-tocoferol/100 g aceite y 40.12 — 94.45
mg O-tocoferol/100 g aceite, mientras que el analisis de acidos grasos mostré que
acido a- linoleico y &cido linoleico fueron los principales acidos presentes en las
muestras de aceite estudiadas, con un promedio de 41.26 y 37.55%
respectivamente. También hubo &cidos como: palmitico, estearico, oleico y
vaccénico. En relacion con la determinacion de fitoesteroles, primero se lleva a cabo
la saponificacion de la muestra con 100 mg de aceite, agregando 100 pL de
estandar interno (B-colestanol) y 1 mL de solucion etandlica de KOH 12%, que se
colocé en un bafio de maria a 60 °C por 90 minutos manteniendo una agitacién lenta.
Posteriormente, se agregaron 1 mL de agua destilada y 5 mL de n-heptano a la
muestra resultante de la saponificacibn y se transfirieron a un embudo de
decantacion para extraer la fraccidn insaponificable que se evalué6 mediante
cromatografia de gases, encontrando 19.75 — 24.60 mg campesterol/ 100 g aceite,
61.45 — 77.55 mg estigmasterol/ 100 g aceite y 123.99 — 154.59 mg [3-sitosterol/ 100
g aceite.

AGUIRRE, Marta?®, en el articulo No. 47, realiz6 la evaluacion de fitoesteroles en
aceites de semilla de girasol modificadas genéticamente. Los autores reportan que
el proceso inicialmente consta de la extraccion de aceite de semillas de girasol por
prensado, luego de esto, a la harina resultante se le realiza nuevamente la
extraccion de aceite, pero por la técnica de disolvente. Las sustancias oleosas
obtenidas por las dos metodologias, se someten a pruebas de refinacion quimica y
fisica con el objetivo de determinar las mejores condiciones en este proceso. Para
la extraccion de aceite por Soxhlet, se empled n-hexano como disolvente, una
relacion M: S equivalente a 1:10 y un periodo de tiempo de 4 horas; el porcentaje
de extraccién obtenido es de 17,44%, luego de esto, se realizé la determinacion del
contenido de materia insaponificable segun las especificaciones la Norma (UNE
55004), modificando la etapa final de extraccion. Para esto, se afadié 1 mL de a-
colestanol en éter isopropilico, luego se eliminé el solvente con N_2 y finalmente se
agregaron 2 g de aceite. Posteriormente, se afiadieron 50 mL de solucién etandlica
de KOH 2 N durante 2 horas. Después de este tiempo, la muestra se lleva a un
embudo de decantacion donde se realizaron dos extracciones con 25 mL de
cloroformo y las fracciones etéreas se lavaron dos veces con KOH 0.5 N para
eliminar los jabones. Por ultimo, se utilizé un rotavaporador para eliminar

269 AGUIRRE. Op. Cit., p. 25-84
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completamente el solvente de la fase organica junto con una corriente de N_2 para
secar hasta alcanzar un peso constante. Esta fraccion insaponificable se disolvié
con cloroformo: metanol (2:1), lo que favorecio la extraccion de los esteroles
glucésidos de alta polaridad. El contenido de fitoesteroles encontrado fue de 2412
a 8507 mg/ kg con un valor promedio de 4675 mg/kg que esta dentro del rango de
2400 a 5000 mg/kg establecido por las normas Codex Alimentarius para los aceites
de girasol.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS
3.1 SELECCION DE PARAMETROS

Como se observo en la agrupacion de los articulos del capitulo anterior, se tomaron
en cuenta las variables mas relevantes para cada método de extraccion, de modo
que, la seleccion de los parametros para la realizacion de los experimentos, se basé
en la concurrencia de las condiciones operativas de los documentos investigados,
esto también, debido a la falta de informacion acerca de la semilla de aguacate
Persea americana Mill, variedad Hass.

A causa de la similitud encontrada para las dos primeras técnicas de extraccion
(microondas y ultrasonido), respecto al valor reiterado de la relacion muestra:
solvente (1:10) en el rastreo bibliogréfico realizado, se unifico este pardmetro para
las tres metodologias seleccionadas en el actual estudio, que corresponden a las
dos mencionadas y soxhlet. Esta variable (relacion muestra: solvente) debe
establecerse para evitar limitaciones a valores bajos de esta proporcion y la
generacion de extractos demasiado diluidos a valores altos; también influye en la
temperatura y el rendimiento de extraccion; algunos autores, mencionan que éste
altimo aumenta en las proporciones mas altas de solvente: solido, que se
encuentran entre 10 y 30. La proporcion seleccionada, permite que al momento de
realizar la extraccion, no se evapore todo el solvente (bajo la accién de la
temperatura y presién) y que por lo tanto, se garantice un contacto entre el
disolvente y la muestra, facilitando el proceso extractivo. Adicionalemente larealcién
muestra solvente 1:10 permite que haya volumenes de disolvente suficiente con
tiene poca probabilidad de saturarse, situacién que favorece la transferencia de
masa en procesos extractivos?’°,

Adicionalmente, es necesario aclarar que la cantidad de masa de semilla de
aguacate, se establece teniendo en cuenta las réplicas de los métodos
seleccionados, la capacidad de cada equipo y la materia prima disponible en caso
de eventos imprevistos durante el desarrollo del proyecto.

Otro parametro que se unificé para las tres técnicas extractivas, corresponde a la
implementacion de Etanol (100%) como disolvente, esto se realizd con el objetivo
de lograr procedimientos de extraccion eficaces y ecoldgicos, que sean seguros
para los usuarios y mas respetuosos con el medio ambiente, en lugar de utilizar
solventes derivados del petréleo como el n-hexano. En experimentos realizados con
MAE, el etanol es el solvente mas utilizado para extraer compuestos bioactivos,

270 ACOSTA, Jhoany, et al. Empleo del ultrasonido para la extraccion de fraccion apolar en hojas de Mangifera
indica L. (&rbol del mango) [en linea]. En: Revista Cubana de Plantas Medicinales. Julio — Septiembre, 2016,
vol 21, no. 3, p. 270. ISSN: 1028-4796. Disponible en:
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1028-47962016000300002
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pues es un buen absorbente de microondas. La seleccion del solvente, es basada
en las referencias explicadas de la seccion 2.1.4.

3.1.1 Selecciéon de parametros para la hidrodestilacion asistida por
microondas. Para desarrollar un proceso de extraccion eficiente, se realizé una
revision bibliografica que se agrupo en los cuadros (3), (4), y (5), con la intencion de
documentar las investigaciones que se han llevado a cabo hasta el momento para
explorar esta técnica, en las cuales se destaca la eficiencia de la extraccion asistida
por microondas y su importancia como meétodo alternativo a los procedimientos
convencionales para la extraccién de fitoquimicos?’*. Por lo tanto, de acuerdo con
los resultados de la literatura revisada, se establecen las condiciones operativas
para la extraccion de aceite que se utilizaran para este estudio. Los valores de los
pardmetros seleccionados se reportan en la tabla 8:

Tabla 8. Seleccién de pardmetros para la hidrodestilacién asistida con microondas.

Parametros para la hidrodestilacion asistida con microondas

Masa semillas (g) 95
Solvente Etanol

Relacion Soluto/Solvente (m/v) 1:10
Potencia (W) 600-700

Tiempo (min) 60

Fuente: elaboracién propia

Como se muestra en la tabla anterior, se tomaron en cuenta variables como el
tiempo, la relacidn soluto / solvente y la potencia para la seleccion de las
condiciones de operacion, ya que son las mas relevantes para la extraccién por
microondas.

Los estudios que se han realizado para la extraccion asistida por microondas, han
encontrado que la potencia debe seleccionarse correctamente para evitar el exceso
de temperatura, lo que podria provocar la degradacién de los solutos y la
sobrepresion dentro del recipiente, ademas, este parametro es importante para
maximizar los rendimientos y la selectividad de los compuestos deseados sin afectar
su estabilidad y actividad?’?. De acuerdo con esto, los valores de potencia se
establecieron en el rango 600 a 700 W segun investigaciones anteriores de
KUSUMA y MAHFUD?73, DORANTES, GUZMAN vy 274, DORANTES, et al.2’s,

271 DORANTES. Microwave-Assisted Extraction of Phytochemicals and Other Bioactive Compounds. Op. cit, p.
1-3.

272 RODRIGUEZ. Water Extraction of Bioactive Compounds: Chapter 6 Microwave-Assisted Water Extraction.
Op. cit,, p. 184

213 KUSUMA y MAHFUD. Kinetic studies on extraction of essential oil from sandalwood (Santalum album) by
microwave air-hydrodistillation method, Op. cit. p. 1163-1172.

274 DORANTES, GUZMAN y I. Op. cit., p. 298-302

275 DORANTES. Microwave processing of avocado: Volatile flavor profiling and olfactometry. Op. cit., p. 501-
506
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VIROT, et al?’6, RAMOS, et al.?’’, KUSUMA y MAHFUD?78, PURBEVIC, et al?’® y
BUSTAMANTE, et al.?8%, Donde los resultados obtenidos en cada estudio reportaron
ahorros de tiempo y energia, ademas de mostrar rendimientos considerables.

En cuanto a la seleccion del tiempo de extraccion, se ha propuesto 60 minutos,
establecido a partir de la informacién proporcionada por KUSUMA y MAHFUD?8!
JIMENEZ, et al.282 | JEYARATNAM, et al.28, GONZALEZ, et al.284, KUSUMA vy
MAHFUD?, en los que se utilizan tiempos mas largos para la extraccion de aceites
esenciales. Sin embargo, los tiempos prolongados implican riesgos asociados con
la degradacion térmica, por lo que varias investigaciones proponen la operacion en
ciclos de extraccion. Por otro lado, la potencia de microondas y el tiempo de
irradiacion estan estrechamente relacionados, donde las condiciones 6ptimas
dependen de la matriz y el soluto.

3.1.2 Seleccion de parametros para ultrasonido. De acuerdo al listado de
documentos presentado en los cuadros 6 y 7; y a los pardmetros consignados en
las mismas, se seleccionaron las condiciones de operacion para la extraccion de
aceite utilizando esta técnica, de acuerdo a los procesos extractivos que involucran
la semilla de aguacate perteneciente al género Persea americana Mill, asi como
otras especies vegetales caracteristicas por contener sustancia oleica.

Tabla 9. Seleccidén de parametros para ultrasonido.

Pardmetros para ultrasonido

Masa semillas (g) 10
Solvente Etanol
Relacién Soluto/Solvente (m/v) 1:10
Frecuencia (kHz) 40
Temperatura 60
Tiempo (h) 1

Fuente: elaboracion propia

Los procesos de extraccion utilizando ultrasonido se encuentran afectados por
diversas condiciones de operacién. CAMPO, GELVEZ y AYALA?8 afirman que, en

276 \/IROT. Green procedure with a green solvent for fats and oils’ determination Microwave-integrated Soxhlet
using limonene followed by microwave Clevenger distillation. Op. cit., p. 147-152

27T RAMOS, et al. Op. cit., p. 85-92.

218 KUSUMA y MAHFUD. Microwave-assisted Hydrodistillation for Extraction of Essential Oil from Patchouli
(Pogostemon cablin) Leaves. Op. cit., p. 82-92

279 pURPEVIC. Op. cit., p. 21-27.

280 BUSTAMANTE, et al. Op. cit., p. 598-605.

281 KUSUMA y MAHFUD. Kinetic studies on extraction of essential oil from sandalwood (Santalum album) by
microwave air-hydrodistillation method, Op. cit. p. 1163-1172.

282 J]MENEZ. Op. cit. p. 89-82.

283 JEYARATNAM. Op. cit. p. 57-66.

2864 GONZALEZ. Op. cit. p. 308-318

285 KUSUMA y MAHFUD. Microwave-assisted Hydrodistillation for Extraction of Essential Oil from Patchouli
(Pogostemon cablin) Leaves. Op. cit., p. 82-92

286 CAMPO. Op. Cit., p. 106.
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esta metodologia de extraccion, variables como: temperatura, ciclo, composicion
del disolvente, pH del disolvente, relacion solvente/muestra y amplitud, influyen en
la eficiencia extractiva, sin embargo, de acuerdo al rastreo bibliografico realizado,
se encontrd6 que los parametros mas evaluados corresponden a: frecuencia,
relacion muestra/disolvente, temperatura, tiempo y solvente. Por lo tanto, las
variables anteriores, corresponden a aquellas que se tuvieron en cuenta para la
seleccidn de las condiciones de operacion en la técnica con bafio ultrasonico.

El solvente y la relacion muestra/solvente a utilizar en el proceso, ya han sido
especificados en la seccion 3.1, por lo que a continuacion, solo se explicara la
seleccidn del rango para las variables restantes (Temperatura, tiempo y frecuencia).
Es preciso aclarar, que los valores de operacion presentados en la tabla 9, se
escogieron segun el estudio de las condiciones mas repitentes en los procesos de
extraccion investigados.

En los documentos realizados por los autores ARLENE, Ariestya (# 19); SEGOVIA,
F.J, CORRAL-PEREZ, J.J y ALMAJANO M.P (# 20); TAN, Chin Xuan, et al (#23);
FUENTES, Maria y ARANDA, Marleny D. (# 26) y SPINELLA, Maria, et al (# 28.),
se ha registrado que variables como la temperatura en procesos con ultrasonido,
mejora la extraccién de sustancias oleosas 0 compuestos bioactivos, pues a mayor
temperatura, la viscosidad y la densidad de disolvente disminuyen, facilitando la
solubilidad del aceite en el mismo y la transferencia de masa en el proceso. La
temperatura trabajada en la mayoria de los documentos, equivale a 60°C, la cual,
corresponde a una de las temperaturas mas altas, esta situacion, coincide con la
afirmacién mencionada “aumento de temperatura favorece el proceso extractivo”,
por lo tanto, fue seleccionado este valor para el proceso del actual proyecto.

Respecto a la frecuencia, en los articulos listados se trabajan casi equitativamente
los valores de 40 kHz y 45 kHz, sin embargo, pese a que esta variable se consideré
una de las mas influyentes en la seleccion de condiciones de operacion (tal como
se menciond al inicio de ésta seccidn) y se consigno los respectivos valores usados
en las extracciones documentadas por los articulos pertenecientes a los cuadros 6
y 7, la condicién seleccionada corresponde a 40 kHz, que equivale a la frecuencia
con la que trabaja el equipo de bafio ultrasénico de la entidad Sena Tecnoparque
nodo Bogota.

Por ualtimo, en relacion al tiempo de extraccion, se observa que los valores
registrados en los cuadros 6 y 7 referentes a este parametro, oscilan
mayoritariamente entre los treinta minutos y la hora, por lo cual se consultd una
referencia adicional que estudia esta variable en procesos de extraccion con
ultrasonido. De acuerdo a lo mencionado, en el capitulo “Fundamentals of
Ultrasound-Assisted Extraction®®””, se afirma que los tiempos cortos pueden
significar una extraccion incompleta y los tiempos largos pueden dar lugar a

287 LAVILLA. Op. Cit., p. 291-316
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reacciones indeseables y procesos extractivos menos selectivos. Por lo cual, se
seleccion6 un periodo equivalente a una hora, que también corresponde a uno de
los rangos mas trabajados en los documentos listados.

3.1.3 Parametros para Soxhlet. Segun una revision previa de la literatura, la
seleccion de pardmetros para este método de extraccibn se presenta a
continuacion:

Tabla 10. Seleccion de parametros para el método Soxhlet.

Parametros para el método soxhlet

Masa semillas (Q) 25

Solvente Etanol

Relacion soluto/Solvente (m/v) 1:10
Temperatura (°C) 70
Tiempo (h) 6

Fuente: elaboracion propia

La relacibn muestra: solvente para los ensayos con soxhlet, fue seleccionado
previamente en la seccion 3.1, debido a la diversidad de rangos en los documentos
estudiados para ésta metodologia, la proporcion 1:10 corresponde a la condicién
mas utilizada para las otras dos técnicas seleccionadas (microondas y ultrasonido),
y se encuentra entre los valores trabajados por los autores POLANIA, Wilson (#31)
y BARRERA, Rosa; ARRUBLA, Juan (#32), para los articulos que realizan
extraccion de aceite a partir de semillas de aguacate del género Persea americana
mediante extraccion con disolventes. La seleccion del solvente se especifica en la
seccion 2.1.4.

La eleccién de la temperatura de extraccién debe seleccionarse teniendo en cuenta
la estabilidad y el rendimiento de extraccidon de los compuestos activos. Por lo tanto,
la temperatura se establece en 70 °C considerando el punto de ebullicion del etanol.
Aunque un aumento en la temperatura de extraccibn puede mejorar los
rendimientos debido a la mayor difusividad del solvente en el sélido y a la desorcién
de los solutos, los efectos indeseables incluyen la formacion de subproductos, la
descomposicion y / o la degradacion de los compuestos objetivo por lo que se
procura que la temperatura permanezca constante durante todo el proceso

Por ultimo, para la seleccion del tiempo de extraccion en el método Soxhlet, se
observa que el intervalo cominmente utilizado segun los articulos presentados en
los cuadros 8 y 9, corresponde al periodo entre las 4 y 8 horas, investigaciones
como las realizadas por POLANIA, Wilson (#31) para la extraccion de aceite,
muestran que la seleccion de la duracion de la operacién por Soxhlet, estuvo
estrechamente relacionada con el analisis realizado para la seleccién del solvente
de extraccion, donde se observé que los rendimientos presentes en el aceite eran
significativos cuando los tiempos de extraccién estuvieron en un rango de 5 a 8
horas, por lo que, segun lo mencionado y debido a la disponibilidad del préstamo
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del laboratorio para el desarrollo del proyecto, el tiempo de extraccion elegido fue
de 6 horas.

3.2 EXTRACCION DE ACEITE

3.2.1 Pretratamiento de la materia prima. Esta etapa consiste en hacer que el
material de estudio se encuentre en las mejores condiciones para el proceso de
extraccion. Es el primer y mas importante paso para aumentar efectivamente la
accesibilidad de los compuestos deseados, los pretratamientos pueden fisicos,
guimicos o biolégicos o combinaciones de los tres. ldealmente, cualquier método
de pretratamiento debe cumplir ciertos requisitos, tales como altos niveles de
recuperacion, bajos niveles de degradacion de subproductos e inhibidores, bajos
costos de operacion y ser aplicables a un entorno industrial?®8, Al tratarse de la
utilizacion de un residuo agroindustrial, es necesario acondicionar este material con
el fin de asegurar su conservacion en un estado considerable hasta la realizacion
de los procesos extractivos; sumado a lo anterior, resulta importante preparar la
muestra (mediante procesos de molienda y tamizado) debido a que la disminucion
del tamafio de particula influye en la extraccion de sustancias o compuestos
determinados (debido al aumento del area superficial del material)?2°.

3.2.1.1 Secado. Decidir las condiciones de secado adecuadas y comprender su
capacidad para minimizar la humedad de las semillas de aguacate Hass es una
tarea imprescindible, ya que puede evitar dafos irreversibles a la materia prima,
gracias a la prevencion de crecimiento y reproduccién de microorganismos.
Ademas, el proceso de secado reduce el peso, minimiza el espacio de
almacenamiento requerido, facilita su transporte y permite su almacenamiento
durante un periodo de tiempo prolongado?®.

288 KRICKA, W; FITZPATRICK, J y BOND, U. Advences in Applied Microbiology [en linea]. Elseiver, Marzo,
2015. Chapter Three Challenges for the production of bioethanol from biomass using recombinant yeasts. p. 89-
125. [Consultado: 25 agosto 2019]. Disponible en: https://doi.org/10.1016/bs.aambs.2015.02.003. ISBN: 978-0-
12-802249-8

289 ABARCA, Gema de los Angeles, et al. Reduccion mecéanica de tamafio y tamizado de los sélidos. En:
Academia [sitio web]. Nicaragua: Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua. [Consultado: 28 agosto 2019].
Disponible en: https://www.academia.edu/33615269/Reduccion_de_tama%C3%B1lo_y_tamizado

290 AVHAD, Op. cit., p. 467-468.
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Imagen 29. a) y b) Semillas después del proceso
de secado.

Fuente: elaboracion propia.

Como se muestra en la imagen 28, la temperatura de secado seleccionada (seccién
2.2.4), permitio la evaporacion del agua que residia dentro de las semillas. Ademas,
el tratamiento fisico previo al proceso de secado permitié el uso de menos energia
en el proceso, ayudando a eliminar la humedad mas rapido.

No obstante, debe tenerse en cuenta que una alta temperatura de secado podria
quemar las paredes celulares, lo que, en consecuencia, podria conducir a la
evaporacion incompleta del agua que, a su vez, podria causar complejidad para la
extraccion de los productos quimicos de valor agregado. Por otro lado, las
condiciones de secado también podrian tener una influencia significativa en las
propiedades fisicas y quimicas de las semillas de aguacate Hass, estudios
realizados han demostrado que las semillas pretratadas pierden aproximadamente
el doble de humedad que las semillas no tratadas??*.

Es importante aclarar, que el proceso de secado, facilitd las operaciones de
molienda y tamizado que se llevaron a cabo posteriormente, permitiendo que la
materia prima se procesara adecuadamente en los equipos, sin adherirse a las
paredes de los mismos y generando tamafios de particula deseados.

3.2.1.2 Molienda. Para reducir el tamafio de particula de la muestra de semillas
previamente secada, se utilizé un molino de martillos, con una malla de abertura de
1,7 mm, tal como se menciond en la seccion 2.2.5. OKLAHOMA STATE
UNIVERSITY??2, menciona que para productos agroindustriales que incluyen
semillas oleaginosas, esta operacion es de gran importancia, pues aumenta la
relacion area superficial a volumen, lo que incrementa la tasa de transferencia de
masa en procesos posteriores de extraccion con solventes. Por otro lado, autores
como PEREZ, Liliana?®3, mencionan que el tamafio de particula obtenido depende

291 |pid., p. 469- 472

292 OKLAHOMA STATE UNIVERSITY. Op. Cit.; p.31

293 PEREZ, Liliana. Evaluacién de las fracciones granulométricas de la harina de sorgo (Sorghum bicolor (L.)
Moench) para la elaboracion de una pasta alimenticia [en linea]. Trabajo final para optar por titulo de especialista
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de la velocidad con la que se introduce el material al equipo, el tamafio de la malla
y la velocidad del motor.

Para el experimento, fue introducida al molino, una cantidad inicial de 1759 g y se
recogié una cantidad de semilla molida de 1618 g, por lo que el rendimiento del
proceso equivale a 91.98% con pérdidas de 141 g que representan el 8.02%. Este
altimo porcentaje, pueden deberse al movimiento del material en el interior del
molino, lo que genera pérdidas de humedad al aire y por lo tanto una reduccién en
el peso final, adicionalmente, el tornillo que ajusta la parte superior (tolva) e inferior
del equipo, se afloja con la vibracion del proceso, por lo que, por esta abertura, se
dispersaba el material molido al ambiente.

Imagen 30. Semilla molida.

Fuente: elaboracién propia.

La semilla molida luego de esta operacion, presentaba formas regulares de tamafio
aparente al de la malla utilizada.

3.2.1.3 Tamizado. La muestra obtenida de la molienda se introdujo en una unidad
de tamizado segun lo mencionado en la seccion 2.2.6 Para el experimento se obtuvo
que la mayor cantidad de material, poseia un tamafio de particula de 0.5943 mm
(24.44%) retenido en la malla No. 30, seguido del 20.88% de semilla molida,
retenida en la malla No. 20; la menor cantidad de material, se retuvo en la malla
No0.100, que correspondia a la malla mas fina utilizada, con un porcentaje de 0.32%
(omitiendo los fondos). La muestra original se dispersd en todos los tamices
seleccionados.

La cantidad de semillas tamizadas, equivale a 1571 g (considerando que la cantidad
suministrada al equipo equivale a los 1618 g de material recogido, después de la
molienda), por lo que el rendimiento del proceso es de 97,1%, con pérdidas de 47

en Cienciay Tecnologia de Alimentos. Universidad Nacional de Colombia, 2010. p. 33-34. [Consultado: 30 mayo
2019]. Disponible en: http://bdigital.unal.edu.co/2781/1/107403.2010.pdf
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g que representan el 2.9%. Este valor se estima que se debe al proceso de limpieza
de cada tamiz.

Respecto a la malla utilizada en la molienda (1,7 mm), en el tamizado se observa
gue la muestra resultante resulté mas fina de lo que se esperaba, pues al medir la
cantidad de semilla retenida en el tamiz No.12, que posee la misma abertura
reportada para el molino (y que adicionalmente corresponde a la malla mas gruesa
utilizada en el proceso), es de 10.31%, Por lo que el 89,43% se almacené en las
mallas No. 14, 16, 20, 30, 40, 50, 70, 80 y 100, sin involucrar los fondos; esto puede
deberse, no solo a la velocidad con la que se introduce el material al equipo y la
velocidad del motor, tal como se menciono en la seccion 3.2.1.2.

Imagen 31. Distribucion
de la semilla por No. de
Tamiz. a) No. 12, b) No.
14, c) No. 16, d) No. 20, €)
No. 30, f) No. 40, g) No.
50, h) No. 70, i) No. 80 y j)
No. 100.

Fuente: elaboracion propia.

Autores como SPINELLA, Maria, et al*®* mencionan que para procesos extractivos
utilizaron semillas molidas con tamafios menores a 840 um; CASTEJON, N., LUNA,
P. y SENORANS, F.J.,2% utilizaron tamafios de particula menores 500 pm y
RAMIREZ, Danibett, et al?*® emplearon tamafios entre 0.6 mmy 0,250 mm (mallas
30 y 60 respectivamente), por lo que la muestra de semilla de aguacate tamizada

294 SPINELLA. Op. Cit.; p. 5

295 CASTEJON. Op. Cit.; p. 2976-2990

296 RAMIREZ, Danibett, et al. Influencia del tamafio de particula y la velocidad de agitacion sobre el rendimiento
de pectina [en linea]. En: Revista Cubana de Farmacia. Marzo, 2016. vol. 50, no. 1. p. 101. [Consultado: 10
mayo 2019]. ISSN: 1561-2988. Disponible en: http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-
75152016000100009
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del actual proyecto, se encuentra respecto a tamafio de particula, entre los rangos
comunmente utilizados en la literatura.

3.2.1.4 Determinacion de humedad y materia volatil. Las semillas de aguacate
(Persea americana Mill. var Hass), presentaron un contenido de humedad del
54,7%, determinado de acuerdo con la norma NTC 2228. Cabe seialar que, las
semillas se obtuvieron como desperdicio del despulpado de la fruta, por lo tanto,
tenian una gran cantidad de residuos como la cascara y pulpa de la fruta, y es
probable que estas impurezas incidieran en el aumento del contenido de humedad.

Imagen 32. a) Antes 'y b) Después de la determinacién
de humedad y materia volatil de las semillas recién
despulpadas.

a

Fuente: elaboracion propia.

Luego del proceso de secado descrito en la seccion 2.2.4, las semillas fueron
sometidas nuevamente a esta prueba, obteniendo un contenido de humedad del
12,5%, sin embargo, estudios han reportado un contenido de humedad inferior al
10%, como los realizados por AZADMARD et al*®” y SPINELLA et al*® cuando se
utilizan semillas en procesos extractivos. Como el material estudiado posee un
contenido de humedad entre 10 — 13%, se puede almacenar por un periodo de 6 a
18 meses y es susceptible a dafios mecanicos?°°.

Es necesario aclarar, que la humedad de las semillas es un factor que afecta la
afinidad entre el aceite y la semilla, por lo que es un parametro que define el
rendimiento. Si las semillas estan extremadamente secas, el aceite no se puede
extraer eficazmente3®°, aunque, se ha demostrado que la baja humedad puede

297 AZADMARD. Op. cit. p. 1213.

298 SPINELLA. Op. Cit., p. 1-5

299 CABRERA, Edgar. En: Mississippi State University. [sitio web]. Mississippi: Importancia de la humedad en
la vida de las semillas. [Consultado: 15 mayo 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
https://ir.library.msstate.edu/bitstream/handle/11668/13219/K-40.pdf?sequence=1&isAllowed=y

300 BAILEY, Alton. Extraccion de grasas y aceites [en linea]. Espafia: Reverté, S. A, 2001. Aceites y grasas
industriales. p. 422-473. [Consultado: 15 mayo 2019]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?id=xFjGDCmLUKQC&pg=PA422&Ipg=PA422&dq=BAILEY,+Alton.+Extrac
ci%C3%B3n+de+grasas+y+aceites&source=bl&ots=HzKFIS1YQ3&sig=ACfU3U3VkQOw_RgU9bfaRi6n-
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hacerlas mas fragiles, logrando una mayor ruptura del tejido y aumentando la
extraccion de aceite®®l. Por lo tanto, la humedad éptima de las semillas varia
ampliamente segun el método de extraccion utilizado.

3.2.2 Caracterizacion semillas de aguacate. Tal como se menciono en la seccién
1.2, el estudio de las caracteristicas fisicas de los sélidos, permite la obtencion de
informacion para el dimensionamiento, adecuacion, montaje y construccion de
maquinaria, asi como el control de procesos que manipulan este tipo de material
agroindustrial.

Especies vegetales como el fruto de aguacate especificamente sus semillas,
poseen una amplia variedad respecto a rasgos fisiolégicos y morfologicos, esta
diversidad es resultado de su evolucion en el ambiente ecoldgico en el que crecen,
donde rasgos como forma, color, tamafio de semilla, contenido de agua,
composicidén quimica, entre otros, equivalen a algunas de las caracteristicas que se
ven afectadas por estas condiciones de desarrollo3°2,

Los resultados de la caracterizacion que se presentan a continuacion, hacen
referencia a varios de los rasgos mencionados anteriormente.

Tabla 11. Resultados de la caracterizacion de semillas de aguacate variedad Hass.

PROPIEDAD VALOR

Didmetro Aritmético (mm) 31,7275
Didmetro Geométrico (mm) 31,6964
Esfericidad 0,9561

Densidad en masa (g/mL) 1,1649
Densidad Aparente Aireada (g/mL) 0,4948
Densidad Aparente Empacada (g/mL) 0,5173

% Compresibilidad 4,3478%

Factor de forma Diametro aritmético Diametro geométrico
0,6106 0,6124
Area Superficial (mm?) 34,5314 cm?
Angulo de Reposo Dindmico (°) 35°

Fuente: elaboracion propia

3.2.2.1 Tamafio de particula. Tal como se aprecia en la tabla 11, los valores para
el diametro aritmético y geométrico son 31,7275 mm y 31,6964 mm
respectivamente. La informacion acerca de esta propiedad en la especie Persea
americana Mill. Var Hass es escasa y generalizada, esto significa que los datos

awiilN_9A&hl=es&sa=X&ved=2ahUKEwIEjMi74b7jAhXwplkKHWmM3DXgQ6AEWA30ECAKQAQ#v=0nepage&
g=BAILEY%2C%20Alton.%20Extracci%C3%B3n%20de%20grasas%20y%20aceites&f=false. ISBN. 84-291-
7901-1

301 RAMOS. Op. cit., p. 91

302 CITMA, IGT e INFOGED. Germinacion de nuestras semillas: factor de éxito en la restauracion ecoldgica. En:
Repositorio Geotech - Experiencias Proyecto Sabana Camagiiey paisajes productivos cap 10 [sitio web]. Cuba:
Geotech. [Consultado: 25 mayo 2019]. Archivo pdf. Disponible en:
http://repositorio.geotech.cu/jspui/handle/1234/659
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encontrados a cerca de este fruto, normalmente mencionan que la semilla posee un
tamafio mediano tal como lo hace la seccion 1.2.1; sin embargo, los valores
encontrados, permitieron cuantificar el tamafo de esta parte del fruto. Dimensiones
como las encontradas en materiales agricolas, varian considerablemente segun la
variedad, ubicacion y temporada de crecimiento del fruto3°3, por lo tanto, es preciso
aclarar que los resultados presentados, pertenecen a una muestra de semillas de
aguacate variedad Hass, con proveniencia desconocida, que corresponde a un
residuo agroindustrial recolectado en el mercado local de la plaza de Corabastos,
ciudad de Bogota (Colombia).

Autores como DURSUN, I.; TUGRUL, K. y DURSUN E.3%, mencionan que el
contenido de humedad de las semillas de remolacha es proporcional al tamafio de
sus dimensiones ortogonales, por lo cual, el promedio de los diametros aritméticos
y geométricos encontrados para esta especie, incrementa cuando el contenido de
humedad es mayor. Teniendo en cuenta la relacién reportada, y de acuerdo a la
caracterizacion realizada del actual proyecto, se establece que para los didmetros
aritmético y geométrico con valores de 31,72 mm y 31,69 mm respectivamente, el
valor de humedad de la semilla de aguacate variedad Hass recién despulpada,
corresponde a 54,7%. Pese a lo mencionado, no se reportan datos de dimensiones
ortogonales luego de algun proceso de secado para esta especie y por lo tanto no
se comprueba la afirmacion realizada por los autores.

Debido a que las dimensiones: largo, ancho y espesor en las particulas
seleccionadas tienen aproximadamente la misma magnitud tal como lo muestra el
Anexo A, puede considerarse la semilla como un material voluminoso segun la
clasificacion realizada por MCCRONE, Walter y DELLY, John Gustav.30s

Autores como GALVEZ, Luisa, et al.3%, mencionan que el tamafio de la semilla
podria estar relacionado con la capacidad de almacenamiento de moléculas como
almidon, proteinas y lipidos, por lo que semillas con gran tamafio podrian sobresalir
en su contenido de nutrientes. De acuerdo a esto, la semilla de aguacate variedad
Hass puede corresponder a un material grueso, con dimensiones del orden de

303 OKLAHOMA STATE UNIVERSITY. Op. Cit.; p. 12

304 DURSUN. Op. Cit., p. 151

305 MCCRONE, Walter y DELLY, John Gustav. The Particle Atlas: An encyclopedia of techniques for small
particle identification. Citado por: KUDRA, Tadeusz y STRUMILLO, Czeslaw. En: Thermal Processing of Bio-
materials [en linea]. Amsterdam: Gordon and Breach Science Publishers, 1998, vol. 10, p. 55 [Consultado: 25
Mayo 2019]. Disponible en internet:
https://books.google.com.co/books?hl=es&Ir=&id=00pZDwWAAQBAJ&oi=fnd&pg=PP1&dqg=Thermal+Processin
g+of+Bio-
materials&ots=m1J_28tw50&sig=et2rZiTh2RoOnV1IUjZVhaapisQ#v=onepage&q=Thermal%20Processing%20
0f%20Bio-materials&f=false

306 GALVEZ, Luisa, et al. Caracterizacion del tamafio de semilla nodriza de aguacate Esther y el desarrollo de
sus plantulas [en linea]._En: Revista Fitotecnia Mexicana. Marzo, 2016. Vol. 39, no. 1. p. 81 [Consultado: 25
Mayo 2019]. ISSN: 0187-7380. Disponible en:
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802016000100012
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milimetros (mm) rico en almidon, fibra, fitoquimicos, compuestos fendlicos y demas
sustancias no nitrogenadas tal como lo menciona SALGADO, J.M307

3.2.2.2 Factor de forma. De acuerdo a lo mencionado en la seccion 1.2.3 la forma
de las particulas corresponde a un atributo fisico importante en operaciones de
transporte o en la deposicion de un material en un lugar especifico. Autores como
GREEN, D. y PERRY, R. indican que, para particulas no esféricas, es necesario
considerar el término de factor de formas3°é,

Tal como lo muestra la tabla 11, los resultados hallados para esta propiedad,
equivalen a 0,6106 y 0,6124 utilizando el diametro aritmético y geométrico
respectivamente; éstos valores representan la desviacion de la forma de las
particulas respecto a la forma esférica perfecta®®®, de modo que el resultado
arrojado, ratifica que la muestra analizada corresponde a un sélido no esférico.

3.2.2.3 Esfericidad. La esfericidad al igual que el factor de forma, corresponde a
uno de los parametros que describe la forma de los soélidos3®. Tal como se
menciono en la seccioén 1.2.4, cuando una particula tiene una esfericidad igual a 1,
se considera una esfera. De acuerdo a los resultados listados en la tabla 11, la
esfericidad de las particulas seleccionadas en la caracterizacion del actual proyecto,
equivale a 0,9561; el valor anterior es proximo al reportado en la literatura para una
esfera perfecta, por lo cual se reafirma que la muestra analizada no posee forma
esférica, pero que su semejanza respecto a la misma, es elevada.

Autores como DURSUN, |.; TUGRUL, K. y DURSUN E3!! afirman que la esfericidad
de las semillas de remolacha disminuye, cuando el contenido de humedad se
reduce. ALTUNTAS, E.; OZGOZ, E. y FARUK, 0.%'?, también reportan la
proporcionalidad entre éstas dos propiedades para semillas de fenogreco
(Trigonella foenum-graceum L.). Sin embargo, en la caracterizacion realizada para
el actual proyecto, no se estudid la relaciébn entre contenido de humedad y
esfericidad.

307 SALGADO, J.M. et al. The avocado oil (Persea americana Mill) as a raw material for the food industry. Citado
por: FONSECA, Patricia, et al. Avocado: characteristics, health benefits and uses [en linea]. En: Ciencia Rural,
Santa Martia. Abril, 2016, vol. 46, no.4, p. 751. [Consultado: 26 Mayo 2019]. ISSN: 1678-4596. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1590/0103-8478cr20141516

308 GREEN. Op. cit., p. 12

309 KUDRA, Tadeusz y STRUMILLO, Czeslaw. Thermal Processing of Bio-materials [en linea]. Amsterdam:
Gordon and Breach Science Publishers, 1998, vol. 10, p. 55. [Consultado: 26 Mayo 2019]. Disponible en:
https://books.google.com.co/books?hl=es&Ir=&id=00pZDwWAAQBAJ&oi=fnd&pg=PP1&dq=Thermal+Processin
g+of+Bio-
materials&ots=m1J_28tw50&sig=et2rZiTb2RoOnV1IUjZVhaapisQ#v=onepage&q=Thermal%20Processing%20
0f%20Bio-materials&f=false

310 UTHUS. Op. Cit.; p. 2

311 DURSUN. Op. Cit.; p. 152

312 ALTUNTAS, E.; 0ZGOZ, E. y FARUK, O. Some physical properties of fenugreek (Trigonella foenum-graceum
L.) seeds [en linea]. En: Journal of Food Engineering, Noviembre, 2005, vol. 71, p. 39. [Consultado: 26 Mayo
2019]. ISSN: 0260-8774. DOI: 10.1016/j.jfoodeng.2004.10.015
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3.2.2.4 Area superficial. El area superficial es funcion de la longitud, el ancho y
espesor de las semillas tal como lo muestra el célculo de esta propiedad en la
seccion 2.2.3.2. Hasta el momento, el valor de esta propiedad para las semillas de
aguacate Persea americana Mill. Var Hass no se encuentra registrado, sin embargo,
el actual proyecto, permitié cuantificar el area superficial obteniendo un valor de
34,5314 cm?.

De acuerdo a lo mencionado por la UNIVERSIDAD DE OKLAHOMA?3!3, el tamario
y el area de superficie afectan la tasa de pérdida de humedad durante el secado de
semillas, granos y otros materiales, de forma que esta Ultima propiedad se considera
importante para el modelado de procesos de transferencia de masa y calor durante
el enfriamiento y secado de materiales solidos, tal como se menciond en la seccion
1.2.2.

ALTUNTAS, E.; OZGOZ, E. y FARUK, 0.3, afirman que el area superficial de
semillas de fenogreco (Trigonella foenum-graceum L.) incrementa de 18,09 mm?a
22,18 mm? cuanto el contenido de humedad pasa de 8,9% a 21,1%, por lo que se
reporta la proporcionalidad entre éstas dos propiedades. Pese a lo mencionado, en
el actual proyecto no se verifico la relacion entre estas dos propiedades; el valor de
area superficial hallado para la especie Persea americana Mill. Var Hass
corresponde a un valor de humedad del 54,7%.

3.2.2.5 %Compresibilidad. Segun lo mencionado en la secciéon 1.2.7, la
determinacion de esta propiedad permite evaluar la fluidez de una muestra de
particulas soélidas; teniendo en cuenta los resultados presentados en la tabla 12, el
porcentaje de compresibilidad de la muestra seleccionada de semillas de aguacate,
equivale a 4,35%.

El valor anterior se ubico en la clasificacién de fluidez establecida por UNITED
STATES PHARMACOPEIA3'S, |a cual se presenta a continuacion:

Tabla 12. Escala de fluidez.

INDICE DE COMPRESIBILIDAD CLASIFICACION DE FLUJO
<10 Excelente
11-15 Bueno
16-20 Justo
21-15 Transitable
26-31 Pobre

313 OKLAHOMA STATE UNIVERSITY. Op. Cit.; p. 48
314 ALTUNTAS. Op. Cit.; p. 40.
315 UNITED STATES PHARMACOPEIA. Op. cit., p. 4.
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Tabla 13. (Continuacion)

INDICE DE COMPRESIBILIDAD CLASIFICACION DE FLUJO
32-37 Muy pobre
>38 Muy, muy pobre

Fuente: UNITED STATES PHARMACOPEIA, USP. Powder Flow. The United States Pharmacopeia
Convention. [Sitio web]. Estados unidos: USP. [Consultado: 23 mayo 2019]. Archivo pdf. Disponible:
en: https://www.usp.org/sites/default/files/usp/document/harmonization/gen-
chapter/g05_pf 30_6_2004.pdf

De acuerdo a la tabla anterior, la muestra trabajada posee un flujo “Excelente” por
lo que las semillas se caracterizan por su facilidad de deslizarse o rodar sobre una
superficie. Cuando las particulas tienen una fluidez caracteristica, como el caso de
la muestra trabajada (semilla de aguacate), las interacciones entre las particulas no
son tan relevante lo que permite que los soélidos fluyan libremente; por lo tanto, los
valores de la densidad aparente aireada y empacada son muy cercanos entre si®16,
tal como se muestra en la tabla 11.

Este parametro representa una medida indirecta de la densidad aparente, tamario,
forma, érea superficial, contenido de humedad y cohesion de los materiales
s6lidos®’. Sin embargo, relaciones entre el porcentaje de compresibilidad y las
propiedades mencionadas no se estudiaron en el actual proyecto.

3.2.2.6 Densidad aparente aireaday empacada. Valores sobre densidad aparente
y empacada para la semilla de aguacate Persea americana Mill. Var Hass no han
sido reportados, no obstante, de acuerdo al procedimiento descrito en las secciones
2.2.3.5, se cuantificaron estos paradmetros obteniendo valores de 0,4948 g/ml y
0,5173 g/ml para la densidad aparente<< aireada y empacada respectivamente.

Autores como OKLAHOMA STATE UNIVERSITY3!8, mencionan que la densidad
aparente corresponde a una propiedad afectada por factores como la forma, la
distribucion de tamafio de las particulas, el método de llenado de los sélidos (cuando
se almacenan a granel), y la humedad; respecto a esta Ultima, ORDONEZ, Matias;
GELY, Maria y PAGANO, Ana3'®, resaltan que la relaciéon entre la humedad y la
densidad aparente es inversamente proporcional, por lo tanto, una disminucion de
la densidad puede atribuirse a que éste parametro representa el volumen de los
sélidos incluyendo los espacios vacios entre los mismos, de manera que el volumen
de aire se incrementara en granos de mayor humedad y tamafio, ya que poseen

316 FARMACOPEDIA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS. Densidad aparente y densidad compactada
en polvos. En: Repositorio, documentos farmacopedia [Sitio web]. México: FEUM. [Consultado: 23 mayo 2019].
Archivo PDF. Disponible en: https://www.farmacopea.org.mx/Repositorio/Documentos/258.pdf.

317 UNITED STATES PHARMACOPEIA. Op. Cit.; p. 3

318 OKLAHOMA STATE UNIVERSITY. Op. Cit.; p. 21- 24

319 ORDONEZ, Matias; GELY, Maria y PAGANO, Ana. Estudio de las propiedades fisicas y de la cinética
desecado de granos de maiz colorado duro [en linea]. En: Avances en Ciencias e Ingenieria. Septiembre, 2012,
vol. 3, p. 160. [Consultado: 23 mayo 2019]. ISSN: 0718-8706. Disponible en:
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=4052717
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menor capacidad de compactacion respecto a aquellos solidos que son pequefios
y secos. Pese a lo mencionado, en el actual proyecto no se verifica esta afirmacion,
sin embargo, se estima que la muestra de semillas de aguacate es propensa a
comportarse de esta manera (relacion inversamente proporcional entre humedad y
densidad aparente), pues segun los resultados anteriores (seccion 3.2.2) para las
distintas variedades estudiadas, propiedades como el tamafio de particula se
relacionan directamente con el contenido de humedad.

Los resultados obtenidos indican que el porcentaje de aumento de la densidad
aparente empacada respecto a la aireada, corresponde al 2,25%, valor que simula
el comportamiento fisico de estos parametros, en el sentido de que efectivamente
se produce un aumento en la densidad aparente empacada debido a la disminucién
del volumen de los sdélidos por los golpes mecanicos a los que fueron sometidos y
por lo tanto por el aumento del grado de compactacién. Sin embargo, debido a que
esta medicion se realizé con la pulpa recién despulpada, el contenido de humedad
corresponde entonces al 54,7%. La leve reduccion que se presentd entre las
densidades, puede ser resultado de la poca capacidad de compactamiento que
tienen las semillas al corresponder a un material grueso del orden de mm, y no
haberse sometido a ningun proceso de secado.

3.2.2.7 Angulo de reposo. Autores como GANESANA V.; ROSENTRATERB, K. y
MUTHUKUMARAPPANA K320 afirman que el angulo de reposo estatico es
directamente proporcional al contenido de humedad, sin embargo, en la realizacion
de este proyecto, no se verificd esta afirmacion.

United States Pharmacopeia3?! establecié una clasificacién que relaciona el angulo
estatico con la capacidad de flujo de las particulas. La tabla se presenta a
continuacion:

Tabla 14. Propiedades de flujo y correspondiente angulo de reposo.

PROPIEDAD DE FLUJO ANGULO DE REPOSO (°)
Excelente 25-30
Bueno 31-35
Justo: Sin necesidad de ayuda 36-40
Pasable (Se puede colgar) 41-45
Pobre (Con necesidad de agitacion y 46-55

vibracién)
Muy pobre 56-65
Muy, muy pobre >66

Fuente: UNITED STATES PHARMACOPEIA, USP. Powder Flow. The United States Pharmacopeia
Convention. [Sitio web]. Estados unidos: USP. [Consulta 23 mayo 2019]. Archivo PDF. Disponible:
en Internet en: https://www.usp.org/sites/default/files/usp/document/harmonization/gen-
chapter/g05_pf_30_6_2004.pdf

320 GANESANA. Op. Cit.; p.429
321 UNITED STATES PHARMACOPEIA. Op. cit., p. 2
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Como se muestra en la tabla 11 el angulo de reposo se calcul6 en funcién del angulo
de reposo dindmico, obteniendo un valor de 34°, éste valor clasifica la muestra de
semillas como material de “Buen” flujo, debido a esto, la calidad de los sdlidos es
favorable puesto que las fuerzas estaticas de friccion generadas por la friccion
particula-pared y la accion interparticulas, son facilmente vencidas, situacion que
resulta Gtil cuando se genera el deslizamiento de sélidos por una rampa para su
descarga en un depdsito a granel3?2.

Imagen 33. Angulo de
reposo dinamico.

Fuente: elaboracion
propia.

El resultado encontrado para esta propiedad, coincide con el determinado para el
indice de compresibilidad donde también se caracteriza la muestra trabajada, como
material de “excelente” flujo. Por lo cual, se les atribuye a las semillas, la habilidad
de deslizarse unas sobre otras debido a la forma y superficie lisa que éstas poseen.
Al realizar la determinacion del angulo de reposo, se observo la tendencia de las
semillas a rodar en vez de deslizarse sobre la superficie plana, este comportamiento
puede relacionarse con la alta esfericidad que posee la muestra trabajada.

3.2.3 Extraccion por hidrodestilacién asistida con microondas. Como se
describe en el literal (3.1.1), se decide probar la aplicabilidad de la metodologia
sugerida, se debe tener en cuenta que, aunque el rango de potencia se estable en
600 y 700 W, el microondas funciono a un nivel de potencia de 630 W (60%) y 735
W (70%) debido a la capacidad de irradiacion y a la configuracion del equipo
utilizado. El experimento se llevé a cabo durante un tiempo inicial de 60 minutos con
intervalos de 15 minutos, dando 3 minutos de reposo entre periodo para evitar un
sobrecalentamiento del dispositivo.

Sin embargo, con la proporcion seleccionada de Etanol (100%) para la extraccion,
no se observo separacion de aceite, por lo que se hicieron mezclas etanol: agua
(50:50) de acuerdo con la informacion proporcionada por los autores FANG,

322 IXTAINA. Op. Cit.; p. 22
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Xinsheng et al*?3, quienes realizaron un estudio para la extraccion, identificacion y
cuantificacion de compuestos fendlicos usando etanol: agua (50: 50) como
disolvente, alcanzando los rendimientos mas altos para cada compuesto y la mayor
actividad antioxidante. Ademas, investigaciones demuestran que, debido a sus
propiedades de absorcion de energia, el agua juega un papel importante en el
desempeiio de los procesos asistidos por microondas, ya que causa un aumento de
la temperatura dentro de la muestra, o que provoca una ruptura dentro de las
células por la evaporacion del liquido y la presion acumulada, que permite que el
protoplasma sea mas permeable y los solutos sean mas accesibles al solvente.

A través de estos parametros, las primeras gotas de EO se observaron a los 45
minutos, después de lo cual no se extrajo mas aceite esencial, aunque el tiempo se
prolongo durante 30 minutos mas de lo establecido. Por otro lado, se encontr6 que
la variacion de la potencia de microondas no tuvo un efecto significativo en el
rendimiento de extraccion.

Imagen 34. a) Producto de la extraccion por hidrodestilacion;
Aceite extraido con las potencias de irradiacion implementadas.
b) 630 Wy c) 735 W.

Fa

b C

d i

Fuente: elaboracion propia.

e Nota: Los circulos rojos en la imagen son para indicar la
presencia casi inexistente de la fase de aceite extraida.

Conforme a los resultados obtenidos se puede observar que el rendimiento del
aceite no fue superior al 0.01%, lo que demuestra que el MAHD no es el método de
extraccibn mas adecuado para extraer aceite esencial a partir de las semillas de
aguacate (Persea americana Mill. Var. Hass) segun las condiciones establecidas.
Esto se debe a que no es posible controlar la temperatura de operacion dentro del
horno microondas y algunos autores sefalan que la disminucion en el rendimiento

323 FANG, Xinsheng et al. Simultaneous extraction, identification and quantification of phenolic compounds in
Eclipta prostrata using microwave-assisted extraction combined with HPLC-DAD—-ESI-MS/MS [en linea]. En:
Food Chemistry. Diciembre, 2015, vol. 188, p. 527-536. [Consultado: 04 febrero 2019]. ISSN:0308-8146.
Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.05.037
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de extraccion se encontré a temperaturas superiores a los 110 °C debido a la
inestabilidad de los compuestos y la consiguiente degradacion térmica de los
compuestos bioactivos®?4. Ademas, estas extracciones se realizan a una presion
que permite temperaturas superiores a los puntos de ebullicion, y el aumento de la
temperatura hace que la potencia del disolvente aumente junto con una caida de la
viscosidad y la tensién superficial®?®.

Por otra parte, el rendimiento, el tiempo de extraccion, la composiciéon quimica y la
calidad de los aceites esenciales, estan influenciados por parametros tales como
las condiciones ambientales de crecimiento, la variedad genética y la parte particular
de la planta utilizada para la extraccion326.

3.2.4 Extraccion por ultrasonido. De acuerdo a la seleccién de parametros
desarrollada en la primera parte de este capitulo, se realiz6 el experimento de
extraccion de aceite utilizando la semilla de aguacate Persea americana Mill
variedad Hass. El experimento se realiz6 por triplicado, empleando 10 g de semilla
molida en 100 mL de etanol al 96% siguiendo la metodologia descrita en la seccion
2.2.9.

De los tres ensayos realizados a una temperatura de 60°C, 40 kHz de potencia y un
periodo de 1 hora, solo se observO una separacion de fases en uno de los
experimentos, la fraccion de fase oleosa aparente correspondia a 0,4 mL (ensayo
2). Antes de observar este resultado, las muestras sometidas a ondas ultrasonicas
se rotavaporaron (con el fin de eliminar el solvente) hasta obtener un volumen de
aproximadamente 4 mL, de manera que se concentrara lo maximo posible el
extracto de interés, y se evitara la pérdida y secado de la muestra por contacto
prologado con el equipo. Las imagenes de los ensayos a, b y ¢ se muestran a
continuacion:

824 KUSUMA, H y MAHFUD, M. Microwave-assisted Hydrodistillation for Extraction of Essential Oil from
Patchouli (Pogostemon cablin) Leaves. Op. cit., p. 85.

325 CASTEJON, LUNA y SENORANS. Op. cit., p. 79.

326 JIMENEZ. Op. cit. p. 90
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Imagen 35. Extracto obtenido por ultrasonido a
una temperatura de 60 °C. a) Ensayo 1; b) Ensayo
2; ¢) Ensayo 3.

Fuente: elaboracion propia.

Debido a la poca reprodubilidad de los resultados obtenidos, y a la falta de
informacion respecto a procesos extractivos en la semilla de aguactate variedad
Hass, se decidié realizar un experimento adicional evaluando dos rangos de
temperaturas diferentes: 70°C y 50°C, éstos valores se seleccionaron de acuerdo
con los parametros consignados en los cuadros 6 y 7. En el caso de la primera
temperatura, esta se eligié segun el analisis desarrollado en la seccion 3.1.2, donde
se menciona que un aumento de tempertaura favorece el proceso extractivo; 70°C
corresponde a la siguiente mayor tempertura luego de la establecida en la seleccién
de parametros, y a la maxima registrada en el listado de articulos presentado en el
capitulo anterior.

Pese a lo anterior, autores como LAVILLA, Isela y BENDICHO, Carlos®¥,
especifican que para el proceso de extraccion utilizando ultrasonido, temperaturas
superiores a 50°C pueden disminuir los efectos sonoquimicos en el proceso, debido
a gue se alcanza una presion de vapor mas baja dentro de las cavidades formadas
durante la extraccién. Por lo cual, se decide evaluar una temperatura de 50°C, de
manera que pueda comprobarse si bajo esta condicion, el proceso extractivo
demostraba cambios significativos, confirmando simultaneamente la afirmacién
realizada por los autores. Los ensayos se realizaron por triplicado.

327 LAVILLA, BENDICHO. Op. cit., p. 297
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Imagen 36. Extracto obtenido por ultrasonido a
una temperatura de 50 °C. a) Ensayo 1; b) Ensayo

2y c) Ensayo 3.

Fuente: elaboracion propia.

Imagen 37. Extracto obtenido por ultrasonido a una
temperatura de 70°C. a) Ensayo 1; b) Ensayo 2 y ¢)
Ensayo 3.

Fuente: elaboracion propia.

Segun las imagenes 35y 36, de los ensayos realizados a 50°C, solo se obtuvo una
separacion aparente de fase oleosa, siendo 0,4 mL el volumen de ésta Ultima
(ensayo 1), mientras que a 70°C no se observd ningun resultado de extraccion
aparente de aceite. Los rangos de temperaturas de 50°C y 60°C no mostraron
cambios significativos entre ellos en términos de reproducibilidad y rendimiento, por
lo que se confirmd que los efectos sonoquimicos en las muestras no se redujeron
cuando se excedio la temperatura limite de 50°C. Teniendo en cuenta lo anterior,
se observé que procesos extractivos utilizando bafio ultrasénico bajo las

159



condiciones reportadas en esta seccion e implementando como solvente etanol son
poco reproducibles, o nulos cuando la temperatura es superior a los 60°C. Debido
a esto, se descarto esta técnica extractiva.

3.2.5 Extraccion por soxhlet. Aplicando la metodologia descrita en el literal 2.2.8,
se recogio el extracto etandlico luego del proceso de extraccion soxhlet y se evaporo
el disolvente tal como se muestra a continuacion:

Imagen 38. Extracto
etanolico con Malla No. 30.

5= \--; S, =

Fuente: elaboracion propia.

Imagen 39. a) Rotavaporador; b) Aceite extraido por Soxhlet.

Fuente: elaboracion propia.

El aceite obtenido mediante esta técnica, present6é una coloracion café, presencia
de resina y una consistencia semisélida. El contenido recogido de los ensayos
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realizados es de aproximadamente 2.6559 g arrojando un rendimiento de 10,623%;
la sustancia oleosa fue almacenada en un recipiente &mbar a temperatura ambiente.

Imagen 40. Aceite de semilla de aguacate (Persea
americana Mill. var Hass). a) Aceite; b) Resina y c)
Recipiente de almacenamiento.

a b

Fuente: elaboracion propia.

Los resultados obtenidos en términos de rendimiento, fueron mayores al
compararse con los datos reportados por los autores BARRERA, Rosay ARRUBLA,
Juan3?® (8,47%), quienes coinciden en la extraccion de aceite de semilla de
aguacate, pero utilizando como materia prima la variedad Lorena y hexano como
disolvente por un periodo de 24 horas; a este comportamiento, se le atribuye el
tamafio de particula empleado (malla No. 30) que mejora la interaccion muestra:
solvente. Adicionalmente, ACOSTA, Martha®?® sefiala que la cantidad de grasa
presente en aguacate variedad Hass (75,22% b.s.) es mayor que el contenido de
las variedades Choquette, Santana, Lorena y Criollo (todas cultivadas en el
departamento del Tolima), con porcentajes de grasa de 56,23% b.s, 34,52% b.s,
33,6% b.s y 30,11% b.s respectivamente. Otros autores como KITTIPHOOM, S.y
SUTASINEE, S3%%0, mencionan que la polaridad, temperatura de ebullicién del
disolvente empleado, y la interaccion entre este ultimo y el soluto, son factores que
pueden afectar tanto el rendimiento extractivo como la composicién del aceite
obtenido.

La implementacién de etanol como disolvente, resultd ser una buena alternativa
para la extraccion de aceite, logrando rendimientos considerables, en un periodo de
tiempo de 6 horas. Los resultados de la investigacion también muestran, que el
aceite extraido de las semillas de aguacate a través del método Soxhlet produce
rendimientos mas altos en comparacion con la extraccién por ultrasonido y la

328 BARRERA. Op. Cit., p. 38
329 ACOSTA, Op. cit., p. 71-72.
330 KITTIPHOOM. Op. Cit., p. 1146
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hidrodestilacion asistida por microondas. Algunos autores, indican que el método de
Soxhlet induce una mejor transferencia de masa lo que produce un aumento en la
solubilidad y en la velocidad de difusion.

3.2.6 Rendimiento. EI contenido del aceite en la semilla depende de las
condiciones agroclimatoldgicas del lugar donde se cultiva y la variedad; debido a
que las semillas utilizadas corresponden a un residuo agroindustrial proveniente de
mercado local de la plaza de Corabastos Bogota (Colombia), se desconoce las
condiciones utilizadas en su cultivo y crecimiento. Sin embargo, bajo los parametros
utilizados en el laboratorio para la extraccion de aceite (Etanol como disolvente,
temperatura de 70°C, 6 horas de extraccion y proporcidn muestra: solvente
equivalente a 1:10), los ensayos realizados arrojaron un rendimiento de 10,6237%,
obteniendo 2.6559 g de aceite aproximadamente, por 25 g de semilla utilizada con
un tamafio de particula de 0,5944 mm (malla No. 30).

Tal como se menciond en la seccion 3.2.5, los resultados obtenidos son mayores
qgue los resultados publicados anteriormente por BARRERA, Rosa y ARRUBLA,
Juan quienes trabajan con la misma materia prima (semilla de aguacate) pero de
diferente variedad (Lorena). Con el objetivo de ahondar en la relacién entre el
tamafio de particula de la semilla y el rendimiento de extraccion, se realizé un
pequefio experimento que permitid variar el tamafio de la semilla bajo las
condiciones mencionadas, y evaluar el efecto de este cambio en las cantidades de
aceite luego de la extraccion, los resultados se presentan a continuacion:

Diagrama 1. Relacion tamafa de particula de material y
rendimiento.
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Fuente: elaboracion propia

Tal como se observa en el gréfico anterior, el tamafio de particula tiene efectos
significativos sobre el rendimiento de extraccion, siendo este dltimo maximo
(14,55%) cuando se utiliza un No. de malla 40 (0,4191 mm); los tamafios de
particula entre la malla No. 10 y la malla No. 40 reflejan el comportamiento
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mencionado en los GOMEZ, juliana3*! y RAMIREZ, Danibett, et al332, quienes
mencionan que una disminucion del tamafio de material, aumenta la superficie de
contacto entre el solvente y el soluto, facilitando la transferencia de masa en el
proceso y por lo tanto la eficiencia de extraccion, sin embargo, éstos autores
también afirman que cuando el tamafio de la materia prima es muy pequefio, las
particulas tienden a poseer amplia cohesion entre ellas, por lo que se forman
aglomeraciones dificiles de romper por el solvente, situacién que puede causar una
disminucién del rendimiento de extraccién. Este comportamiento se refleja en el
actual estudio cuando se utilizan tamafios de particulas menores que 0,4191 mm
obteniendo una reduccién del 6,32% (a parti del méximo rendimiento obtenido) al
utilizar material de la malla No. 100 (0,1499 mm).

3.2.6.1 Tamafo de muestra. El tamafio de particula tienen repercusiones en la
transferencia de masa de diversos procesos extractivos; las particulas mas
pequefias proporcionan un mejor contacto entre la matriz de la planta y el solvente,
garantizando una mayor area de superficie, y por lo tanto un mejor contacto entre la
semilla y el solvente, condicidon que puede mejorar la extraccion hasta cierto limite,
pues particulas muy pequefias pueden apelmazarse entre ellas, dificultando la
extraccion (tal como se menciond en la seccion 3.2.6). El tamafio de las particulas
también influye en la velocidad de calentamiento en relacion con la profundidad de
penetracion.

Debido a lo mencionado, el material debe ser previamente molido o macerado para
permitir una mayor area de contacto entre el sélido y el solvente.

Las semillas trituradas o sus particulas convertidas en trozos muy finos, facilitan la
extraccion con disolvente, tanto por el efecto de rompimiento ejercido por la
trituracion, como por la disminucién de las distancias que deben recorrer el aceite y
el disolvente, dentro y fuera de la semilla.

Imagen 41. Tamafo de particula. a) Malla No. 12
y b) Malla No. 30.

Fuente: elaboracion propia.

331 GOMEZ, Juliana. Caracterizacion granulométrica de un producto comercial en polvo (suplemento dietario) y
evaluacion de la capacidad de dispersion en agua. [en linea]. Tesis para optar por el titulo de Pregrado en
Quimica Farmacéutica. Universidad ICESI, 2016. p. 39. [Consultado: 10 julio 2019]. Disponible en:
https://repository.icesi.edu.co/biblioteca_digital/bitstream/10906/81963/1/TG01475.pdf

332 RAMIREZ. Op, cit., p. 103
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3.2.7 Caracterizacion del aceite. La siguiente tabla muestra los valores promedio
de cada una de las propiedades fisicoquimicas determinadas en el estudio en
comparacion con la CODEX ALIMENTARIUS o Codigo Alimentario, que es un
conjunto de normas, directrices y cédigos de practicas aprobadas y establecidas por
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO) y
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)333,

Tabla 15. Caracteristicas fisicoguimicas de los aceites vegetales crudos.
DATOS

PROPIEDAD CODEX EXPERIMENTALES
) Densidad (g/mL) 0.91-0.92 0.9152
Indice de rgfsr%‘;c'on (NDa 1.465-1.474 1.4661
indice de saponificacion (mg )

’ KOH / g) 184-196 152.4456
~Indice de yodo (cg 1/9) 75-94 94.3905
Indice de peroxidos (mEq / kg) 15 17.3771
Indice de acidez (mg KOH / g) 4 4.2797
Materia no saponificable (g/kg) <120 86.8665

Fuente: CODEX ALIMENTARUIS. Norma para aceites vegetales especificos. CODEX
STAN 210-1999.

3.2.7.1 Densidad. Como se muestra en la tabla 14, el aceite de semilla de aguacate
(Persea americana Mill. var Hass) presento una densidad promedio de 0.9152 g/mL.
En relacion con las densidades reportadas, se encuentra dentro de los parametros
(0.91-0.92 g/mL) establecidos por las normas CODEX para aceite de aguacate. Esta
propiedad es importante ya que relaciona la masa de la sustancia con su volumen,
por lo que se utiliza para determinar las dimensiones de equipos y el flujo. Ademas,
se usa como indice de polimerizacién en el caso de los aceites334. Pese al
procedimiento descrito en la seccién 2.2.12.1, fue necesario la separacion de resina
del aceite obtenido para la determinacion de ésta propiedad (pues ensayos
realizados previamente, arrojaban resultados de densidades superiores a la del
agua), por lo cual, se realiz6 el procedimiento propuesta por RAJANTEREH,
Yuvanesh®3®, donde el aceite esencial extraido se solubilizé en 6 mL de metanol, la
mezcla se calenté gradualmente a 40°C durante un periodo de 15 minutos, y luego
se sometid a refrigeracion a -15°C durante 24 horas. Después de esto, las moléculas
de resina precipitaron y se separaron por filtracion al vacio; la sustancia oleica se
introdujo en el rotaevaporador para la eliminacion de metanol. Bajo las condiciones
descritas, se realiz6 la medicion de la densidad.

333 ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS PARA LA ALIMENTACION Y LA AGRICULTURA. Codex
Alimentarius [en linea]. [Consultado: 25 agosto 2019]. Disponible en: http://www.fao.org/fac-who-
codexalimentarius/es/

334 RINCON, Op. cit., p. 17.

335 RAJANTEREH. Op. Cit., p. 23
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3.2.7.2 indice de refraccién. Para el aceite de semilla de aguacate (Persea
americana Mill. var Hass), el valor promedio obtenido para el indice de refraccion
es 1.4661, que se encuentra dentro de los limites (1.465-1.474) establecidos por las
normas CODEX y similar al reportado por varios estudios JIMENEZ, et al (1,469
aproximadamente), ROBAYO, Angie (1,4690 — 1,4695) y ACOSTA, Martha®36 (1,47)
realizados al aceite de aguacate segun las metodologias establecidas en los
documentos. Siendo esta determinacion fisica utilizada como criterio para verificar
la identidad, calidad y pureza del aceite, ademés de ser util en el control de los
procesos de hidrogenacion de los aceites insaturados33’.

3.2.7.3 indice de saponificacién. Para el aceite extraido por soxhlet, el indice
promedio de saponificacion es 152,4456 mg KOH/g (Tabla 14), siendo este valor
menor al reglamentado por las normas CODEX, que establecen un rango entre 184-
196 mg KOH/g. Esto indica que los acidos grasos presentes en la muestra de aceite
tienen un alto peso molecular, debido al menor nimero de moléculas de KOH
necesarias para reaccionar con los acidos grasos producidos por la ruptura de los
enlaces éster de los triglicéridos. Esto se debe al hecho de que durante el proceso
se alcanzaron altas temperaturas que favorecieron la extraccion de triglicéridos de
mayor peso molecular®3®, Estos resultados son similares a los encontrados por los
autores Acosta, Martha, et al y Gonzalez, M. et al, los cuales reportan indices de
saponificacion de 147-156 mg KOH/ g y 148,89 mg KOH/g respectivamente, como
consecuencia del pretratamiento enzimatico para extraer aceite de aguacate. El
indice de saponificacion no es una medida de identidad o calidad del aceite
obtenido, pero si de los acidos grasos libres y combinados presentes en el mismo.
Cuando se obtienen niveles bajos de saponificacion, como en el caso del presente
estudio, es porque en la muestra analizada existe un nivel bajo de oxidacion3.

3.2.7.4 indice de yodo. Establece una medida del grado de insaturacion del aceite,
gue se relaciona con el punto de fusién del mismo, de acuerdo con los resultados
obtenidos en la (Tabla 14) el valor promedio alcanzado por el aceite extraido a partir
de la semilla de aguacate (Persea americana Mill. Var Hass) es de 94,3905 cg l/g,
y se encuentra por encima del rango establecido de 75-94 cg l/g en las normas
CODEX para aceites en la industria de alimentos. Por tanto, cuanto mayor sea la
cantidad de insaturacion presente la muestra, mas sensibles seran a la oxidacion y
el punto de fusion del aceite serd menor. Ademas, segun el indice de yodo, el aceite
se puede clasificar como secante con valores entre 140 y 210 cg l/g, semisecantes
entre 100 y 140 cg l/g y no secantes por debajo de 100 cg I/g donde se categoriza

336 ACOSTA. Op. Cit., p. 23

337 RINCON. Op. cit. p. 16.

338 | AFONT, Jennifer; PAEZ, Manuel y PORTACIO, Alfonso. Extraccion y Caracterizacion Fisicoquimica del
Aceite de la Semilla (Almendra) del Marafién (Anacardium occidentale L) [en linea]. En: Informacion
Tecnoldgica. 2011, vol. 22, no. 1, p. 54. [Consultado: 15 Julio 2019]. ISSN: 0718-0764. Disponible en:
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_abstract&pid=S0718-07642011000100007&Ing=es&nrm=iso

338 ACOSTA. Op. Cit., p. 23
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la muestra®*°, El aceite puede tener diferentes usos en la industria de acuerdo con
esta clasificacion, en el rango de no secantes se ha utilizado para el desarrollo de
cremas y jabones liquidos3#L.

Pese a lo mencionado segun el indice de saponificacion (al momento de realizar el
ensayo), la muestra de aceite posee bajo nivel de oxidacion, pero esto no significa
gue en periodos prolongados de tiempo no sea sensible a presentar reacciones
oxidativas, por lo que la estabilidad a largo plazo de la sustancia oleosa, se deteriora
facilmente. Factores como éstos, son esenciales en etapas de almacenamiento342,
Autores como KITTIPHOOM, S. y SUTASINEE, S, mencionan que aquellas
diferencias en los valores de yodo para muestras de aceite, pueden ser resultado
de las diferentes composiciones de acidos grasos3*3,

3.2.7.5indice de perdxidos. El valor promedio del indice de peréxido para el aceite
de semilla de aguacate (Persea americana Mill. var Hass) es de 17,3771 meq/Kg
Tabla 14, que estd por encima del limite méximo permitido de 15 meg/Kg
establecido por las normas CODEX ALIMENTARIUS para los aceites virgenes. Esto
indica que el aceite sufri6 degradacion oxidativa antes de llevarse a cabo el analisis
debido a que la muestra presenta una baja resistencia a la oxidacion. Sin embargo,
el valor del peréxido puede atribuir a muchos factores como las practicas agricolas,
las enzimas liberadas por las células de la fruta durante el proceso y la variedad.

KITTIPHOOM, S. y SUTASINEE, S, realizaron la extraccion de aceite de semilla de
mango, utilizando soxhlet y como disolventes: éter de petrdleo, etanol y hexano. Los
resultados determinados por los autores, mencionan que los aceites extraidos con
éter de petréleo y hexano podrian almacenarse con menos deterioro que el aceite
obtenido con etanol. Pese a que no se evalla en el actual proyecto, el valor de
indice de peroxidos obtenido con diversos solventes, segun los resultados
obtenidos en éste literal, el aceite de semilla de aguacate (variedad Hass) obtenido
con etanol, posee un elevado valor de perdxido por lo que se vuelve rancio
facilmente y se le confiere poca estabilidad®**; este comportamiento coincide con el
reportado para el aceite de semilla de mango, extraido con etanol.

340 RODRIGUEZ, Jessica. Implementacion de andlisis cuantitativo de indice de yodo para aceite de palma,
aceite de pescado y sebo, en la compafiia industrial de productos agropecuarios (CIPA S.A) [en linea]. Trabajo
de grado Tecndlogo Quimico. Universidad Tecnolégica de Pereira, 2013. p. 30. [Consultado: 15 Julio 2019].
Disponible en: http://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:R2KzyKT1qg-
AJ:repositorio.utp.edu.co/dspace/bitstream/handle/11059/3899/6643R696.pdf%3Fsequence%3D1%26isAllow
ed%3Dy+&cd=2&hl=es&ct=cInk&gl=co

341 LAFONT. Op. cit. p. 55

342 UNIVERSIDAD POLITECNICA DE CATALUNYA. El aceite vegetal. En: UPC [Sitio web]. Barcelona: Estudio
de la viscosidad y densidad de diferentes aceites para su uso como biocombustible. Archivo pdf. [Consultado:
16 mayo 2019]. Disponible en:
https://Jupcommons.upc.edu/bitstream/handle/2099.1/9403/3.4.%20EI%20aceite%20vegetal.pdf?sequence=6&
isAllowed=y

343 KITTIPHOOM. Op. Cit., p. 1147

344 |bid., p. 1146
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Los autores mencionados también afirman que el solvente utilizado para la
extraccion influye significativamente en las propiedades fisicoquimicas del aceite.

3.2.7.6 indice de acidez. Segun el promedio de los datos recolectados (Tabla 14),
el indice de acidez obtenido del aceite de la semilla de aguacate (Persea americana
Mill. var Hass) es de 4.2797 mg KOH/g que, comparado con el valor maximo de
acidez de 4 mg KOH/g establecido por CODEX ALIMENTARIUS es mucho mas alto.
Este resultado, se encuentra posiblemente asociado con la humedad en el aceite,
ya que produce una reaccion de hidrolisis de los triglicéridos que forman acidos
grasos libres34°. También puede deberse al hecho de que en el proceso de
extraccion con solventes, se favorece la degradacion de las cadenas de triglicéridos
debido al calor, lo que da lugar a una mayor cantidad de acidos grasos libres que
son responsables de la oxidacion de lipidos en el aceite y, por lo tanto, contribuyen
a la rancidez del mismo. Lo que indica que el aceite es facilmente oxidable, rico en
polifenoles y antocianinas34°.

3.2.7.7 Determinacién de materia insaponificable. Debido a la busqueda
bibliogréfica realizada y a la dificultad de determinar cuantitativamente los esteroles
en el extracto etandlico y aceite obtenido dada su baja concentracion, se decidio,
concentrar la fraccion de fitoesteroles mediante la obtencion de la fraccion
insaponificable, sin embargo, la falta de equipos cromatograficos disponibles para
la cuantificacion de éstos compuestos, asi como patrones y columna, impidieron la
realizacion del proceso cuantitativo a partir de la materia insaponificable separada,
por lo que se dispuso a realizar la determinacion colorimétrica de fitoesteroles en la
muestra mencionada y a evaluar el contenido de materia insaponificable.

Como se muestra en la tabla 14, la materia insaponificable a partir del aceite de
aguacate (Persea americana Mill. var Hass), presento un contenido promedio de
86.8665 g/kg, valor que se encuentra dentro del limite establecido (<120 g/kg) por
las normas CODEX.

La materia (no saponificable) obtenida, presenté una coloracion café clara y aspecto
semisodlido a temperatura ambiente, su olor se puede relacionar al del aceite
obtenido de las semillas Persea americana Mill, variedad Hass.

345 |pid., p. 55
346 TORO. Op. cit. p. 92.
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Imagen 42. a; b y c. Materia insaponificable del aceite de semillas
de aguacate (Persea americana Mill. var Hass).

Fuente: elaboracion propia.

3.2.8 Prueba de Liebermann-Burchard. La prueba colorimétrica de Liebermann-
Burchard para la determinacion cualitativa de fitoesteroles, se aplico en tres
muestras (extracto etandlico, aceite y materia insaponificable) con el fin de verificar
la presencia de los compuestos bioactivos y por lo tanto la viabilidad de los procesos
desarrollados. Los resultados se presentan a continuacion:

Cuadro 13. Pruebas quimicas preliminares.

Muestra Compuesto que Resultado Imagen
detecta
Extracto etandlico +
Esteroides,
esterolesy
triterpenoides
Aceite concentrado +
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Cuadro 14. (Continuacion)

Compuesto que

Muestra detecta Resultado Imagen
Materia
insaponificable sin +
concentrar
Esteroides,
esteroles y
triterpenoides
Materia
. L g +
insaponificable

Fuente: elaboracién propia.

Las pruebas fitoquimicas realizadas fueron positivas, ya que se forma un anillo color
violeta debido a la reaccibn que se produce cuando el
ciclopentanoperhidrofenantreno entra en contacto con el reactivo de Liebermann-
Burchard®*’. En la muestra de aceite concentrado y materia saponificable se
observa la formacion de color azul que cambia con el tiempo, lo que indica la
presencia de un nucleo esteroide, y en la muestra de extracto etanolico una
coloracién rojo-naranja pardo que indica la presencia de un ntcleo triterpenico®42,

3.3 SEPARACION Y DETERMINACION DE FITOESTEROLES

De acuerdo a la revision bibliografica realizada, la separacion de fitoesteroles
involucra un procedimiento de saponificacion, una extraccion liquido-liquido para la
concentracion de la materia insaponificable y finalmente una separacion
cromatografia para la determinacion y cuantificaciéon de los compuestos bioactivos.
La seleccion de las condiciones para la realizacion de las dos primeras actividades

347 MORALES, Raquel y ROMERO, Mauricio. Estudio fitoquimico preliminar del fruto de la especie vegetal
cyphomandra betacea (Tomate de palo) e identificacion de alcaloides esteroidales [en linea]. Trabajo de grado:
Licenciatura en Quimica y Farmacia. Universidad de el Salvador, 2009. p. 82. [Consultado: 08 marzo 2019].
Disponible en: http://ri.ues.edu.sv/id/eprint/2821/

348 FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES. Trabajo Practico N° 5. Glicosidos. En: Universidad Nacional de la
Patagonia San Juan Bosco. [sitio web]. Argentina: Glicosidos |. Reacciones Generales de Glicosidos.
[Consultado: 08 marzo 2019]. Archivo pdf. Disponible en: http://www.fcn.unp.edu.ar/sitio/ffarmacognosia/wp-
content/uploads/2009/04/tp5_glicosidos_2009.pdf
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se realiz6 en base a la NTC 235-2, norma trabajada por los autores de los
documentos No.40, 44 y 45.

La seleccion de las condiciones utilizadas en la CG-MS, se realiz6 con base en los
paradmetros reportados en el cuadro 11, a continuacion, se presentan los rangos
establecidos para cada criterio cromatografico y los respectivos autores:

Cuadro 15. Criterios cromatogréficos utilizados para la seleccion de parametros.

No. de articulo de

Cromatégrafo de gases Criterio )
referencia
GAS .
FASE MOVIL TRANSPORTADOR Helio 40,44, 48,49y 51
FLUJO TOTAL 0.7 - 1 mL/min 44, 48
TEMPERATURA 150°Cy 350°C 40, 44, 49,51y 52
INYECTOR VOLUMEN 1.0 uL 4042‘,142%,34254591
MODO Split (AR y
PROGRAMACION TEMPERATURA 120°C a 320°C .40, 44, 49, 52
DEL HORNO RATA 8 -25 °C/min 40, 44, 48, 49, 50, 51

Fuente: elaboracion propia

Debido a que la separacion y cuantificacion de fitoesteroles, fue realizada por la
Universidad Tecnoldgica de Pereira, los criterios establecidos previamente en el
cuadro 15. no se replicaron, sin embargo, los parametros reportados son similares
con los utilizados en este estudio.

Cuadro 16. Parametros utilizados para la separacion y cuantificacion de fitoesteroles por GC-MS.

Cromatoégrafo de gases Shimadzu GCMS-QP2020
o Gas transportador Helio
Fase movil . :
Flujo total 0.9 mL/min
Temperatura 280 °C
Inyector Volumen 2 uL
Modo Split
Temperatura 1 150 °C
Tiempo de calentamiento 1 3 min
Rata 1 20 °C/min
y Temperatura 2 275 °C
Programacion del horno 5 : .
Tiempo de calentamiento 2 20 min
Rata 2 10 °C/min
Temperatura 3 310 °C
Tiempo de calentamiento 3 10 min

Fuente: Universidad Tecnol6gica de Pereira.
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De acuerdo con el andlisis de CG-MS realizado por la Universidad Tecnoldgica de
Pereira, se obtuvieron los siguientes resultados:

Imagen 43. Cromatograma del andlisis composicional por CG-MS de la fraccion de
fitoesteroles presentes en el aceite de semillas de aguacate Persea americana Mill. var
Hass.

B-sitoesterol

Colesterol
Campesterol
Stigmasterol

1‘\ ;‘} |

Ul ot i
l“h.. N ”mﬁo‘%nun*W“%Wm—/s_m_ﬁ 'Rm_

T T T T T T T T
140 150 16.0 17.0 18 .D 19.0 ’00 21.0 220 230

Stigmast-5-en-3-ol, oleate

.
333
Esu
IO“\'_£
= T
I
1

Fuente: Universidad Tecnoldgica de Pereira.

En la imagen 44 se puede observar el cromatograma que pertenece a la materia
insaponificable del aceite de la semilla Persea americana Mill. Var. Hass, en donde
se muestra la comparacion de los tiempos de retencion de los estandares utilizados
con los analitos existentes en la muestra, y se identifican 5 picos principales que
corresponden a los siguientes fitoesteroles: Stigmast-5-en-3-ol, oleate; Colesterol;
Campesterol; Stigmasterol y B-sitoesterol. En la tabla 15, se registran los
porcentajes de area y los tiempos de retencion de los compuestos mencionados:

Tabla 16. Tiempos de retencién y area de cada uno de los estandares de fitoesteroles.

Tiempo de Cuantificacion Rendimiento

. ., " o i
Pico Compuesto retencion Area % Area mg/kg de aceite mg/g de

(min) aceite
Stigmast-5-
1 en-3-ol, 19.283 1158184 2.16 - -
oleate
2 Colesterol 20.341 1151953 2.15 - -
3 Campesterol 23.300 1069295 19.92 - -
4 Stigmasterol 24.072 6802861 12.67 7.3 0.0265
5 B-sitoesterol 26.486 3386592 63.10 158.87 0.5777

Fuente: Universidad Tecnoldgica de Pereira.
De los fitoesteroles identificados, el Campesterol y el 3-sitoesterol corresponden a

los compuestos mayoritarios presentes en la muestra, con porcentajes de area de
19.92% y 63.10% respectivamente.
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De los cinco fitoesteroles determinados, solo se cuantificaron dos que corresponden
al Estigmasterol con 7.3 mg/kg de aceite y 3-sitoesterol con 158.87 mg/kg de aceite
(tabla No. 16). Estos valores permitieron determinar el rendimiento de la separacion
de los fitoesteroles mencionados, con base en el promedio del aceite extraido con
el mayor rendimiento, obteniendo 0.5777 mg de B-sitoesterol/ g de aceite y 0.0265
mg de Estigmasterol/ g de aceite. No fue posible determinar en rendimiento en base
a la cantidad de fitoesteroles totales en la muestra de estudio, debido a la falta de
estandares disponibles. La cantidad de [-sitoesterol presenta un contenido
significativo como se esperaba, ya que corresponde a uno de los compuestos mas
abundantes en las fuentes vegetales.

Tabla 17. Resultados de la cuantificacion de fitoesteroles.

Ensayo Estigmasterol (mg/kQ) B-sitoesterol (mg/kg)
1 7.54 164.15
2 7.06 153.59
Promedio 7.3 158.87
SD 0.34 7.47
cv 0.004 0.047

Fuente: Universidad Tecnoldgica de Pereira.

Las cantidades de cada fitoesterol, se compararon con los determinados por
AGUIRRE, Marta, que informa una concentracion y composicion porcentual de
fitoesteroles en el aceite de semilla de girasol convencional (HA-89) de 6,87 mg/kg
de aceite para el Estigmasterol y 68.57 mg/kg de aceite para el B-sitoesterol, lo que
indica que los fitoesteroles se encuentran en mayor proporcion en la muestra de
estudio del proyecto actual.

Otros autores como TALAVERANO, Alagon; reportan para las unidades de estudio
(Semillas de Sacha Inchi), una concentracién promedio de 682.3 mg/kg de aceite
para Estigmasterol y 1374.3 mg/kg de aceite para el ( -Sitosterol, mientras que
BARRERA, Rosa y ARRUBLA, Juan informan que para el aceite extraido de la
semilla de aguacate variedad Lorena, la concentracién del Estigmasterol fue de
19.17 mg/kg de aceite, siendo estos resultados mayores a los encontrados para el
aceite de semilla de aguacate variedad Hass. ARIAS, Andrés y GIL, Diana, también
reflejan este comportamiento, al obtener concentraciones de 211,19 mg/kg de
aceite para el Estigmasterol y 2551.1 mg/kg de aceite para el B —Sitosterol, en el
aceite extraido de semillas de Luffa Cylindrica.

En cuanto a los anteriores datos experimentales de las semillas comparadas, se
considera que el aumento en la concentracién de los fitoesteroles, se debe
posiblemente a la diferencia de las especies y variedades trabajadas, las
condiciones agroclimatologicas de cultivo y la polaridad del disolvente utilizado en
la extraccion.
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4. CONCLUSIONES

A partir de la informacién suministrada por entidades nacionales, el aumento de
los cultivos y de &reas destinadas para tal actividad, permite establecer a
Colombia como un pais productor y comercializador de aguacate variedad Hass,
lo que ha permitido el incremento de la produccion del fruto y una elevada
generacion de subproductos agroindustriales como semillas, que poseen alto
valor nutritivo y contenido de sustancias bioactivas que pueden ser foco de
investigacion, situacion que revela el uso potencial de este material.

A pesar de la exhaustiva seleccién de pardmetros realizadas para los métodos
de extraccion asistida por microondas Yy ultrasonido, los resultados
correspondientes a la extraccion de aceite de semilla de aguacate variedad
Hass, fueron poco reproducibles con cantidades casi nulas de sustancia oleosa,;
situacidbn que muestra que las condiciones establecidas pueden funcionar
adecuadamente para una muestra, y mostrar resultados deficientes para otras.

El método soxhlet fue la técnica de extraccion que mostré el mayor rendimiento
de aceite usando etanol como solvente, alcanzando rendimientos de hasta
14,55% con la malla No. 40 correspondiente a una abertura de 0.420 mm. Se
evidenciaron diferencias significativas, cuando el proceso de extraccion se llevd
a cabo utilizando diferentes tamafios del material molido.

La caracterizacion del aceite obtenido mostro inestabilidad, debido a la
presencia de insaturaciones presentes en la muestra, lo que dificulté el andlisis
cromatografico dado que el aceite altos grados de oxidacién y bajo punto de
fusion.

Los rendimientos a partir del aceite fueron de 0.0265 mg/ g de aceite para el
Estigmasterol y 0.5777 mg /g de aceite para el B-sitoesterol, siendo este ultimo,
el fitoesterol que se encuentra en mayor cantidad en la sustancia oleosa
extraida.
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5. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el actual proyecto, respecto a la
obtencion de aceite mediante las técnicas trabajadas (extraccion asistida por
microondas y ultrasonido), se recomienda realizar los procesos extractivos,
utilizando mezclas de solventes polares con agua, con el fin de evaluar el
rendimiento de extraccion de aceite. Si es posible, realizar un disefio de
experimentos utilizando esta nueva condicion.

En contraste a lo mencionado, se recomienda evaluar las metodologias de
microondas y ultrasonido como técnicas de pretratamiento (antes de la
extraccion de aceite por soxhlet), con el fin de verificar su efecto en variables
como el tiempo requerido para la obtencién de aceite, las propiedades del
mismo, el rendimiento y la eficiencia de extraccion.

La materia prima utilizada en este proyecto, fue recogida en fechas definidas,
sin embargo, se sugiere realizar un muestreo previo a la recoleccion de la
materia prima de forma que, 1) se garantice que la muestra sea aleatoriay 2) se
estudie la generacion de los residuos de semillas de aguacate variedad Hass,
en el mercado local de la plaza de Corabastos (Bogota, Colombia).

Evaluar la cantidad de compuestos presentes en el aceite extraido, tales como
ceras 0 resinas, ya que estos sélidos solubles, afectan significativamente
propiedades fisicas como la densidad. Si es posible, estudiar la generacién de
estas sustancias utilizando otro tipo de solvente.

A raiz de la poca informacién encontrada sobre la semilla de aguacate Persea
americana Mill, variedad Hass, se recomienda realizar un estudio mas profundo
a cerca de las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas de este material solido,
de modo que se profundice en la caracterizacién global de esta materia prima y
posiblemente, se descubra nuevas aplicaciones en las que pueda utilizarse las
semillas de aguacate variedad Hass.

Debido a la inestabilidad oxidativa que presenta el aceite obtenido en este
estudio, se aconseja evaluar la posibilidad de realizar un proceso de escaldado
(previo a la extraccion), con el fin de retardar el fenomeno de enranciamiento en
la sustancia oleosa, y por consiguiente, la reduccién de la actividad de las
enzimas oxidasas.

Realizar un analisis composicional de la torta resultante luego de la extraccién
de aceite de semillas de aguacate variedad Hass, de modo que se estudie una
posible aplicacion para este subproducto y por lo tanto, se promueva un
aprovechamiento integral del fruto.
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Debido a la utilizacion de residuos agroindustriales, se recomienda estudiar a
profundidad, las condiciones adecuadas para la conservacion de esta materia
prima durante su almacenamiento, y por consiguiente, las repercusiones que
tiene el acopiamiento y el estado de las semillas sobre: 1) el rendimiento
obtenido a partir de procesos extractivos y 2) la composicion de fitoesteroles
presentes en los aceites obtenidos.
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ANEXO A
MATERIA PRIMA RECOLECTADA
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ANEXO B
CARACTERIZACION FiSICA DE LAS SEMILLAS DE AGUACATE Persea
americana Mill. Variedad Hass

Tabla 17. Dimensiones de las semillas de aguacate (Persea americana Mill. var Hass)
utilizadas en la determinacion del tamafio de particula.

Particula Largo - a Ancho - b Espesor -c¢

(mm) (mm) (mm)
1 38,05 35,05 33,8
2 29,3 27,3 27,1
3 30,9 29,6 29,2
4 35,1 34 32,9
5 29,7 29,3 28,3
6 33,7 33,3 32,6
7 29,5 28,5 28,3
8 38,6 34,8 33,2
9 35,1 33,5 32,7
10 28,1 26,5 24,6
11 30,7 30,1 29,4
12 24,8 23,2 22,6
13 40,5 40,2 32,8
14 42,1 39,7 39,3
15 37,8 35,7 34,5
16 27,5 27,5 254
17 36,6 36,1 34,7
18 32,7 314 29,4
19 33,8 33,15 29,3
20 28,5 26,5 25,1

Fuente: elaboracién propia.
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Tabla 18. Diametros de particula aritmético y geométrico de las semillas (Persea americana
Mill. var Hass).

Particula Da Dg
1 35,6333 35,5893
2 27,9000 27,8826
3 29,9000 29,8913
4 34,0000 33,9881
5 29,1000 29,0940
6 33,2000 33,1969
7 28,7667 28,7619
8 35,5333 35,4624
9 33,7667 33,7520
10 26,4000 26,3610
11 30,0667 30,0620
12 23,5333 23,5152
13 37,8333 37,6575
14 40,3667 40,3480
15 36,0000 35,9744
16 26,8000 26,7814
17 35,8000 35,7909
18 31,1667 31,1369
19 32,0833 32,0201
20 26,7000 26,6638
Promedio 31,7275 31,6964

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 19. Datos para la determinacion de la densidad en masa (p)

Ensayo m(g) vy (ml) v, (mL) p (g/mL)
1 4543 1000 1390 1,1649

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 20. Datos para la determinacion de la esfericidad de las particulas (¢)

Ensayo Dg a 0]
1 31,6965 33,1525 0.9561

Fuente: elaboracion propia

202



Tabla 21. Datos para la determinacion de la densidad aparente aireada (p4p,,,,) Y densidad
aparente empacada (p4p Aemp)

Ensayo m(g) Vo v, Papag, (9/mL)  papa,,,(g/mL)
1 455,2 920 880 0,4948 0,5173

Fuente: elaboracion propia

Tabla 22. Datos para la determinacion del factor de forma (1)

No.de
semillas

1 20 1000 1390 19,5 0,5173 0.6124

Ensayo v, (mL) v, (mL) v, (cm?) Aq Ay

Fuente: elaboracion propia

Tabla 23. Datos para la determinacién del contenido de humedad y materia volatil de la
semilla recién despulpada

Ensayo my(g) my,(g) My(g9) % Humedad)
1 29,3300 26,5863 24,3139 54.7

Fuente: elaboracion propia

Tabla 24. Datos para la determinacién del contenido de humedad y materia volatil de la
semilla luego del proceso de secado en horno durante un periodo de 48 horas

Ensayo my(g) my,(g) My(g9) % Humedad)
1 31,0406 30,1998 24,3139 12.5

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO C
DISTRIBUCION DE LA MUESTRA SEGUN EL TAMANO DE PARTICULA EN EL
PROCESO DE TAMIZADO

MALLA
PESO (g9)
# Abertura (mm)
12 1,7 162
14 1,4 151
16 1,18 241
20 0,84074 328
30 0,59436 384
40 0,4191 195
50 0,29718 41
70 0,21082 45
80 0,1778 15
100 0,14986 5
Fondo - 4
Total 1571
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ANEXO D
PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS

LINEA DE
. BIOTECNOLOGIA Y Codigo: F-0- BIO-10 Pagina 1-3
SENMNA. | ped Tecnopargue NANOTECNOLDGIA Rev:01
A?‘ Colombia Fecha: Marzo 2015
Nodo Bogota GUIA DE PRACTICA DE ‘-a'gu:l'cm:‘Fcb'e'c -
2017 Version 1
LABORATORIO
NOMBRE DEL PROYECTO: FITOESTEROLI | CODIGO: BN18-076

NOMBRE DE LA PRACTICA: EXTRACCION ASISTIDA POR MICROONDAS.

1. OBJETIVD
Evaluar el efecto del tiempo de extraccion, solvente v |a potencia del microondas sobre el rendimiento
del aceite extraido partiendo de la semilla del aguacate (Persea americana mill. Var Hass) utilizando |a
técnica de extraccidn asistida por microondas.

2. PRINCIPIO DEL METODO
Las microondas son ondas electromagnéticas que comprenden un rango de frecuencia entre 300 MHz
y 300 GHz y una longitud de onda entre 1m y 1 mm. 5in embargo, para propdsitos industriales y
cientificos, la frecuencia utilizada comunmente es de 2450 MHz que corresponde a una longitud de
onda de 12.2 cm y una energia de 0.94 J/mol que provoca rotacion y movimientos desorganizados de
las moléculas afectadas por este tipo de radiacion electromagnética.

Siendo una de las técnicas mas eficientes debido a que ofrece beneficios ambientales por su tecnologia
de proceso “limpio”, puesto que utiliza poco solvente o ninguno. Generando una menor cantidad de
desechos y emisiones de gases de invernadero en &l proceso, evitando asi la contaminacion.

Durante el proceso de extraccion, sucede una alineacion de moléculas dipolares de la mezcla solvente-
muestra debido a la exposicion al componente eléctrico de las microondas, lo que produce migracion
de jones y rotacion de moléculas con momentos dipolares generando consecuentemente energia en
forma de calor. De manera general, aquellos compuestos con constantes dieléctricas altas ([compuestos
polares) absorben adecuadamente la energia microondas; las sustancias poco polares o compuestos
gque no poseen momento dipolar absorben pobremente la energia microondas, pero al tratarse de
moléculas que si tienen momentos dipolares constantes, la energia microondas sera correctamente
absorbida vy transformada en calor.

Estdn compuestos esencialmente de |os siguientes componentes: un generador de microondas, una
cavidad interior {(horno), un aislador, un ventilador de escape, un tubo hueco para ventilar gases, un
disco giratorio dentro del horno y un minicomputador programable con monitor.

Figura 1. Esquema de los principales componentes de un equipo de hidrodestilacion.

| b= = Agus deenframiects
Condenssdor 1 r
Agua de --i: I Agiador
ELLat ol 2]
1 Equpa
FicToondas

Bakin
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3. DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCEDIMIENTO

Pesat aproximadamente 95 ¢
de Biomasa seca en la balanza

Y
Pesar &l Dalon aforado de 2000
e vacio,

]

Transferit la blomasa al baién
aforado.

Y

Afdir 950 mL del solvente

Y

Realzar &l montaje o6&l equpo.

v
Conectar ¢ sistema de
<ongeniacion doble para
asegurar que no halla perdidas
de vispor.
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COMECTarse &n contrafiug.
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4, EQUIPOS, INSTRUMENTOS Y/O MATERIALES

4.1, Materiales 4.2. Reactivos 4.3, Equipos

s (1) Balon aforado de 2000 ml de s Etanol * Eqguipo de microondas
fondo redondo s Apua destilada » Balanza analitica

o (2] Erlenmeyer de 250 mi s Sulfato de

(1) Probeta volumétrica de 1000 mL sodio anhidro

(1) Vidrio de reloj

s (1) Espatula

»  [2) Mangueras de latex
(1) Guantes de carnaza

5. CALCULOS Y RESULTADOS

Aceite extraido (g)

Rendimiento (%0): * 100

Bivmasa seca (g)
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ANEXO E

PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO

LINEA DE
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SENMNA | ped Tecnopargue NANOTECNOLOGIA Rev:01
A Colombia Fecha: Marzo 2015
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0008089 | GulA DE PRACTICA DE RS Siare -~
2017 Versidn 1
LARORATORIO

NOMBRE DEL PROYECTO: FITOESTEROLI | CODIGO: BN18-076

NOMBRE DE LA PRACTICA: EXTRACCION ASISTIDA POR ULTRASONIDO.

1. OBJETIVD

Evaluar la extraccion del aceite de la semilla del aguacate (Persea americana Mill. Var Hass) asistida con
ultrasonido, en términos de rendimiento, utilizando como solvente el Etanol.

2. PRINCIPIO DEL METODO

La técnica de extraccién por ultrasonido permite el aislamiento de compuestos mediante el uso de
sonidos con frecuencias entre 20 v 100 kHz gue aumentan la transferencia de masa v por lo tanto el
acceso del disclvente al material objetivo.

Uno de los procedimientos de extraccion por ultrasonido se denomina bafio ultrasénico, éste consiste
en la aplicacion de radiacion ultrasonica a través de |las paredes del recipiente en el que se encuentra
la muestra. El uso de las frecuencias anteriormente mencionadas, induce cavitacion en el proceso, es
decir, la energia acustica aplicada en la muestra, produce cavidades o burbujas que implosionan en el
liquido al interior del recipiente, lo cual mejora la penetracion del disolvente hacia el sélido.

Esta técnica se caracteriza por reducir temperatura y tiempos en el proceso de extraccion, utilizar
menos cantidades de disolvente, permitir un mezclado efective y por consiguiente aumentar la
transferencia de masa y energia del proceso; es considerada un procedimiento sustentable que emplea
menos recursos, especificamente energia, agua y tiempo, por lo tanto, se considera una alternativa
favorable en la extraccion de componentes volatiles de material vegetal, incluyendo aceites esenciales.

El bafio ultrasénico contiene un generador de energia, un medio liguidoe y un transductor capaz de
convertir la energia eléctrica aplicada al equipo, en energia aclstica. A continuacidn, se muestra un

diagrama basico de esta técnica de extraccion:

Figura 1. Esquema de los componentes de un bafio ultrasonico.

Solvent and
plant maternal
,
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3. DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCEDIMIENTO

4. EQUIPOS, INSTRUMENTOS Y/O MATERIALES

4.1, Materiales 4.2. Reactivos 4.3, Equipos

¢ Materia prima molida y triturada e Etanol (98%) * Equipo de bafio
¢ (1) Balon de fondo plano de 250 mi * Apua ultrasénico

¢ (1) Probeta Rotavaporador

¢ (1) Vidrio de reloj Balanza analitica
* Papel de filtro

* (1) Embudo

* (1) Espatula

¢ |mplementos de seguridad
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5. CALCULOS Y RESULTADOS

o Cantidad de aceite obtenido (mg)
Rendimiento (%):

Cantidad de materia prima empleada (g )

6. REFERENCIAS
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ANEXO F
PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE ACEITE MEDIANTE LA EXTRACCION
SOXHLET

Tabla 25. Contenido de aceite de la semilla de aguacate (Persea americana Mill. var. Hass)
con la malla No. 10.

Ensayo Aceite (Q) Porcentaje de
rendimiento (%)
1 1.4053 5.6212
2 1.4077 5.6308
3 1.4065 5.6260
Promedio 1.4065 5.6260

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 26. Contenido de aceite de la semilla de aguacate (Persea americana Mill. var. Hass)
con la malla No. 30.

Ensayo Aceite (9) Porcentaje de
rendimiento (%)
1 2.6595 10.6380
2 2.6607 10.6428
3 2.6476 10.5904
Promedio 2.6559 10.6237

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 27. Contenido de aceite de la semilla de aguacate (Persea americana Mill. var. Hass)
con la malla No. 40.

Ensayo Aceite (Q) Porcentaje de
rendimiento (%)
1 3.6375 14.5500
2 3.6426 145704
3 3.6298 14,5192
Promedio 3.6366 14.5165

Fuente: elaboracién propia.

Tabla 28. Contenido de aceite de la semilla de aguacate (Persea americana Mill. var. Hass)
con la malla No. 70.

Ensayo Aceite (Q) Porcentaje de
rendimiento (%)
1 2.8753 11.5012
2 2.8781 11.5124
3 2.8728 11.4912
Promedio 2.8754 11.5016

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 29. Contenido de aceite de la semilla de aguacate (Persea americana Mill. var. Hass)
con la malla No. 100.

Ensayo Aceite (Q) Porcentaje de
rendimiento (%)
1 2.0583 8.2332
2 2.0031 8.0124
3 2.1092 8.4368
Promedio 2.0569 8.2275

Fuente: elaboracién propia
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ANEXO G
CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL ACEITE EXTRAIDO DE LA SEMILLA
DE AGUACATE

Tabla 30. Datos experimentales de la densidad relativa para el aceite de semilla de
aguacate (Persea americana Mill. var Hass).

Ensayo Densidad (g/mL)
1 0.9136
2 0.9158
3 0.9162
Promedio 0.9152

Fuente: elaboracién propia.

Tabla 31. Datos experimentales del indice de refraccion para el aceite de semilla de
aguacate (Persea americana Mill. var Hass).

Ensayo indice de refraccion (ND 20 °C)
1 1,4622
2 1,4608
3 1,4632
Promedio 1,4621

Fuente: elaboracién propia.

Tabla 32. Datos experimentales del indice de saponificacién para el aceite de semilla de
aguacate (Persea americana Mill. var Hass).

Ensayo Vo (mL) V,(mL) c(mol/L) m (g) mg KOH / g
1 13.6 2.7 2.0055 152,4532
2 134 25 0.5 2.0057 152,4380
3 13.6 2.7 2.0056 152,4456
Promedio 152,4456

Fuente: elaboracién propia.

Tabla 33. Datos experimentales del indice de yodo para el aceite de semilla de aguacate
(Persea americana Mill. var Hass).

Ensayo V, (mL) V,(mL) c(mol/L) m (g) cgl/g
1 29 14 0.2016 94,4196

2 29.4 14.5 0.1 0.1998 94,6351

3 29.2 14.3 0.2009 94,1169
Promedio 94.3905

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 34. Datos experimentales del indice de peréxidos para el aceite de semilla de
aguacate (Persea americana Mill. var Hass).

Ensayo V (mL) Vo(mL) c(mol/L) m (g) meq / kg
1 10 1 5.1000 17,6471

2 10 15 0.01 4.9939 17.0207

3 10.5 1.6 5.0963 17,4636
Promedio 17.3771

Fuente: elaboracién propia.

Tabla 35. Datos experimentales del indice de acidez para el aceite de semilla de aguacate
(Persea americana Mill. var Hass).

Ensayo V (mL) c(mol/L) m (g) mg KOH / g
1 7.5 10.0056 4,2051
2 7.8 0.1 10.0055 4,3734
3 7.6 10.0058 4,2611
Promedio 4,2797

Fuente: elaboracién propia.

Tabla 36. Datos experimentales de la determinacion de la materia insaponificable.

Ensayo m, (g) my(g) m,(g) % g/kg
1 5.1297 0.4631 0.0143 8.75 87.4905
2 5.0286 0.4468 0.0126 8.63 86.3461
3 5.0154 0.4517 0.0167 8.67 86.7328
Promedio 8.68 86.8665

Fuente: elaboracién propia.
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ANEXO H

CROMATOGRAMA DE LOS ESTANDARES DE FITOESTEROLES

ST

.J?z‘..

olToaUiMICA

Analyzed by

Analvzed

Sample Type

Level #

Sample Name

Sample ID

1S Amount

Sample Amount
Dilution Factor

Vial #

Inj ection Volume

Data File

Org Data File
Method File
Org Method File
Report File
Tuning File
Modified by

Modified

+ Addmin
$12-Jun-19 §:46:47 PM
: Unknown
1

: Muestra 1 12-06-19
: UNKAM
:[1]=1

.1

:1

124

1 .00

: CAGOMS solution Data\ID=3 Servicios ID=3-4 Fitoesternles\12-06-2019 Muestra 1 12-06-19 UNK-01_12-Jm-19_1.qed
s CMGOM S solution' Data\ID=3 ServiciosID=3-4 Fitoesteroles\12-06-2019 Muestra 1 12-06-19_UNK-01_12-Jun-19_1.qed
: CHAGOM S solution Data ID=0 Me thod Fitoe sterol es SH-Rxi-5 Sil MS Metodo' Fitoesteroles SIM.gem

: CHAGOMS solution Data ID=0 Me thod Fitoe sterol es SH-Rxi-5 51l MS Metodo' Fitoesteroles SIM.qem

REPORTE FITOESTEROLES ’
18-06-2019 ’
Universidad Tecnolégica
de Pereira
Sample Information

CAGOM S solution Data' Tuning Enero 201 8 Tuning 28-05-2019.qgt
: Admin
: 18-Jun-19 5:4%:07 PM

Chromatogram Muestra 1 12-06-19 CLGCMSsolution'Data\ D=3 ServiciosID=3-4 Fitoesteroles\12-06-2019"Muestra 1 1206-19 UNK-01_12-Jun-19_1.ged

TIC@ U TIC@2

6,884,594

M A A
14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 20,0 210 20

Pealc

[E S

R.Time

19283
20341
23300
24072
26486

LTime
19257
20.290
23.068
23895
26.442

F.Time
19.440
20415
23462
24220
26.633

T . T
230 240 250 26.0 270

min
Peak Report TIC
Area  Area’: Height  Height®% AH Mark Name

1158184 216 239651 225 4.5 v Stignast-5-en-3-ol, oleate

1151953 215 230351 216 5.00 v Cholesterol, TMS derivative
10692954 19.92 1258532 11.82 £.50 v Campesterol, TMS derivative

6E02861 12.67 Q41788 B.E5 7.22 Stignasterol, TMS derivati ve
33865923 63.10 7973925 7491 415 v Jbeta-Sitostennl, TMS derivative
53671875 104040 10644247 100,00
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ANEXO |
ESPECTRO DE MASAS DE LOS COMPUESTOS IDENTIFICADOS Y SU
COMPARACION CON LA LIBRERIA DEL EQUIPO

PICO 1

Library

< Target =

Line#:1 R.Time:19.282(Scan#:1507) MassPeaks:239

RawMode: Averaged 19.273-19.290(1505-1509) BasePeak:43.05(4364)
BG Mode:Cale. from Peak Group 2 - Event | Scan

100 T
80 147 196
60
- 4 69
4&]: | 120 133 o ;. 285 2% 288 181
20 i | L1739y | 237 | | t
I - | i il § 5 i he. 1a | # A | i 300 313 459 M1 354 367 | 418 432 458 473
P L S e | ol L it i e s e i i i i e e o i e i e |
20 40 60 B8O 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Hit#1 Entry:241127 Library:NIST14.lib

SI83 Formula:C4THE202 CAS:0-00-0 MolWeight:678 RetIndex:4469

CompName: Stigmast-5-en-3-ol, oleate $$ Stigmast-5-en-3-yl (9Z)-9-octadecenoate # $$
100

e g2
60
255
o i i S
275 167

20 175

i 185 199 28 4 E 206 354 |

i il i il Wap, ol _ﬂls._f.l. I |L el 3 311325 310 - 412

20 40 60  BO 100 120
Hit#2 Entry:217429 Library:NIST14.1ib
SI82 Formula:C30H520 CAS:20194-50-7 MolWeight:428 RetIndex:0

140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

CompName:(3S,88,9S,10R, 13R, 148, 1 7R)-17-(2R, 5R)-5-Ethyl-6-methylheptan-2-yl)-3-methoxy-10, 13-dimethyl-2,3 4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16, 1 7-tetrac
1

{]ﬂ 40
8{]: 71
6o 4 T
40- 159 381
213 255
= 173 i 129 354
2{]_ ® i L 187 199 ‘ 28 a8 s w1 | | 1%
[ T P P J A g " o8 I
L 1 L L) 1 i 1 1 I 1 1 i LI | 1 L | I L i L 1 L 1 L L i 1 1 T 1 1 L L) 1 1 L}
20 40 60 B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480

Hit#3 Entry:204412 Library:NIST14.1ib
SR Formula:C29H48 CAS:79897-80-6 MolWeight:396 Retlndex:0

CompName:Stigmasta-3 5-diene $% (88,98,10R, 13R, 148, 17R)- 1 7-{((2R}-5-Ethyk-6-methylheptan-2-y1)-10, 1 3-dimethyl-2,7 8 9,10,11,12,13,14,15,16,17-dod

lﬂﬂm T
8{]-—-

6{]: 43

40

20 4 23 25 15 g 31
1 Wags 199 | mwan | P o spse s ||

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
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PICO 2

< Ta[gg‘[ =

Line#:2 R.Time:20.340(Scan#:1761) MassPeaks:302

RawMode: Averaged 20.332-20.348(1759-1763) BasePeak:129.10(8301)
BG Mode:Cale. from Peak Group 2 - Event I Scan

100

20

w_

4{'_

20 247
159 ”’.’L’., N

275
il

297 311

329
368

353

d33

383 308400 424

45
43
b

®

3 487

10 30 50 70 9 110
Hit#1 Entry:225747 Library:NIST14.lib
SI93 Formula:C30HS40Si CAS:1856-05-9 MolWeight:458 Retlndex:2654

130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

CompName:Cholesterol, TMS derivative $$ Cholesterol timethylsilyl ether $$ Silane, [[(3 beta.)-cholest-5-en-3-yl]oxy]trimethyl- $$ Silane, (cholesteryloxy

100

301311

129
&

153

|m|| |

10 30 50 70 9% 110

Hit#2 Entry:237214 Library:NIST14.lib
SI:85 Formula:C33H64028i2 CAS:33283-15-7 MolWeight:548 Retindex:2902

w7 401’ 416 420

T vepeape
130 150 170 19{] 21{] 230 25{] 2?{] 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 4%

CompName:Cholestane-3, 5-diol, (3.beta.,5.alpha. }-, 2TMS derivative $$ 3 beta., 5-Bis(trimethylsiloxy)-5.alpha.cholestane $3$ Silane, [[(3 beta.,5.alpha. }-che

100

29
368

153

70 90

110

PICO 3

<< Target >>

Line#:3 R.Time:23.303(Scan#:2471) MassPeaks:428
RawMode:Averaged 23.295-23.312(2469-2473) BasePeak:129.10(63411)
BG Mode:Cale. from Peak Group 4 - EVEnt 1 Scan

130 150 170 190 210 23{] 25{] 2?{] 290 31{] 33{] 35{] 3?{] 390 41{] 43{] 45{] 4?{] 490

l{]ﬂ

80
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20 173 213
1. LT O o B L 3.%‘3 .%’J A ] 3"325 34 a0 415 40 ass 5 %432 4%

SN . WP 1L R LT . S| Yo SN A :

10 40 70 100 130 160 190 22{] 25{] 28{] 3 1{] 340 370 400 430 46{] 49{]

Hit#:1 Entry:228673 Library:NIST14.1ib
S1:97 Formula:C3 1H56081 CAS:55429-62-4 MolWeight:472 RetIndex:2689

CompName:Campesterol, TMS derivative $3$ Silane, [[(3 beta.,24R)-ergost-5-en-3-yl] oxy]trimethyl- $$ 3-[(Trimethylsilyl)oxy] ergost-5-ene, (3beta.24R)- $3

100
Sﬂ_
60 343
g2

40_
20 367 - AT

189 2070 53 247 ] 1 213 2894y 3'5325 154 ofs 0 4 |.7 I

r'lr'l'll'll'lr'lr'l'. ||'|’1'|'||'|'T. T S L i L |
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 46{] 490
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PICO 4

<< Target >>

Line#:4 R.Time:24.070(Scan#:2655) MassPeaks:442

RawMode: Averaged 24.062-24.078(2653-2657) BasePeak:83.05(67261)
BG Mode:Calc. from Peak Group4 - Event 1 Scan

100

807
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4{'_
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. 4 el e 5 199 20 2020 271282 208 309 a0 343 S 72, L _orspssc i |
i L i L i L i i i i i s i i i L i |
10 40 70 100 130 160 190 220 250 280 310 340 370 400 430 460 490

Hit#:1 Entry:230854 Library:NIST14.lib
SI:97 Formula:C32H5608i CAS:14030-29-6 MolWeight:484 Retindex:2797

CompName:Stigmasterol, TMS derivative $$ Stigmasterol trimethylsilyl ether $$ Silane, trimethyl[[(3 beta.,22E)-stigmasta-5.22-dien-3-ylJoxy]- 5% Silane, t
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213 355
e 19920 on an | 7m0 g 03 am,

H
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| 441 456 469 |
T u

1094

L s el i e L e T
160 190 220 250 280

PICO 5

<< Target >>

Line#:5 R.Time:26.483(Scan#:3233) MassPeaks:438

RawMode: Averaged 26.475-26.492(3231-3235) BasePeak:129.10(149150)
BG ModeCalc. from Peak Group 5 - Event 1 Scan
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Hit#:1 Entry:231162 Library:NIST14.lib
SI93 Formula:C32H5808i CAS:2625-46-9 MolWeight:486 Retindex:2789
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L 1 L]
380

410 440 470

CompName:.beta.-Sitosterol, TMS derivative $$ .beta.-Sitosterol timethylsilyl ether $5 Silane, trimethyl[[(3.beta. }-stigmast-5-en-3-yl] oxy]- $§ Silane, trime
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3?? 106
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. E
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|
4{]: E J?I
| /
20 255 | 4 471
213 275 -
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20 50 30 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440 470

Hit#2 Entry:231161 Library:NIST14.lib
SI90 Formula:C32H5808i CAS:25873-56-7 MolWeight:486 RetIndex:0

CompName:Stigmast-5-ene, 3 .beta.-(trimethylsiloxy)-, (24S)- $§ Silane, trimethyl[[ (3.beta.,24S)-stigmast-5-en-3-ylJoxy]- $§ Silane, trimethyl(stigmast-5-en

100
Bﬂ_
60- 357 106
40_ E H +
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: 2,‘!71,‘ | 287 303 35 29439 £ 308 | 414 420 444 457 11 joq
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ANEXO J
CURVA DE CALIBRACION DE FITOESTEROLES

ID#:1 Mass:217.00 Name:Cholestane
fix)=382793.696 786 *x+183.05904 5

] =0.998582 rr2=0.997165

MeanRF:392538 41 RFSD:29498 26 RFRSD:7.51
CurveType:Least Square Method

ZeroThrough:Not Through
Weighted Re gression:None

External Standard

# Cone. (ppm) Mean Area
(1ol 1 0100 43447.00
2 0.300 113252.00
4.0+ 4 0.700 257313.00
5 1000 390587.00
(=]
20p
0.0 .
0.0 0.5 1.0
[*1070]
ID#:2 Mass215.00 Name:Cholestan-3-ol, (3.beta..5.alpha.)-, TMS denvative
[(x)=107131.232085*x-38R6. 646885
r1=0.995474  rr2=0.990968
MeanRF:96041.67 RFSD:7422.89 RFRSD:7.73
CurveType:Least Square Method
ZeroThrough:Not Through
Weighted Regression:None
External Standard
. # Conc. (ppm) Mean Area
(11031 1 0.100 9115.00
2 0.300 27689.00
4 0.700 (G5555.00
5 1.000 107070.00
1.0F
sk
0.0
0.0 0.5 1.0

[*10°0]
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ID#:3 Mass:363.00 Name:Ergosterol, TMS derivative
F(X)=67762.872683%%-59K5,508 |84

1 =0 985614 rr2=0.971434

MeamnRF:4924588 RFSD:12743.33 RFRSD:25 88
CurveType Least Square Method

ZeroThrough:Not Through

Weighted Regression:None

External Standard

[*10%4]

701

00 - .
0.0 0.5 1.0

[*10°0]

ID#H:4 Mass:83.00 Name:Stigmasterol, TMS derivative
f(x)=218455592466*x-9687. 186126

el =0.902858 rr2=0,985767

MeanRF:191965,72 RFSD:18056,86 RFRSD:9.41
CurveType:Least Square Method

ZeraThrough:Not Through

WeightedRegression:None

External Standard

[*10°5]

20f

10F

0.0
0.0 05 10
[*10°0]

220

Wb —

Wb b —

Cone, (ppm)
0.100
0.300
0.700
1.000

Cone. (ppm)
0,100
0.300
0,700
1.000

Mean Area
3580.00
13412.00
35254.00
66114.00

Mean Area
18624.00
S34ER.00

129345.00

21855100



ID#:5 Mass:129.00 Name: beta.-Sitosterol, TMS derivative
f(x)=107724.975657 *x-298 0. 862260

wl=0.995616 rr2=0.99125]

MeanRF: 100781.17 RFSD:7090.70 RFRSD:7.04
CurveType:Least Square Method

ZeroThrough:Not Through

WeightedRegression:None

External Standard

[*1075]

0.0 0.5 1.0
[*1070]
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W b o— a3

Conc. (ppm)
0.100
0.300
0.700
1.000

Mean Area
10498 .00
28085.00
6722800
LOB4EE .00



