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RESUMEN

El presente trabajo estudia la extraccion de metabolitos, utilizando
diéxido de carbono en condiciones supercriticas, a partir de hojas secas de
espinaca. Para esto se analizaron muestras extraidas utilizando tres distintas
presiones (1200, 1350 y 1500 PSI) a partir de material vegetal con dos
distintos tamafios de particula (entre tamiz # 6 y14 y 14 y 22), con el fin de
comprender mejor el comportamiento de la extraccibn supercritica,
determinando si es posible la extraccion de metabolitos utilizando dicho
método y si existe diferencia significativa en la concentracion de los mismos

al variar la presion y el tamafio de particula del material vegetal seco.

Los resultados obtenidos a través del andlisis espectrofotométrico
demostraron que si es posible obtener metabolitos a partir de la espinaca,
utiizando CO, en condiciones supercriticas, con alta probabilidad de
presencia de clorofila. Con la ayuda de un equipo HPLC, se determiné que
no existe diferencia significativa en el rendimiento de metabolitos al utilizar
tres distintas presiones supercriticas y dos tamafios de particulas, para un

mismo material vegetal con tiempo de residencia y temperatura invariable.
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OBJETIVOS

General

Obtener metabolitos solubles en dioxido de carbono en condiciones

supercriticas a partir de hojas deshidratadas de espinaca (spinacea oleracea).

Especificos

1. Evaluar el rendimiento de la extraccion supercritica a partir de las hojas de
la espinaca, por la cantidad de metabolitos detectados por HPLC, en
funcién de tres presiones distintas seleccionadas y dos tamafos de
particula.

2. ldentificar por espectrofotometria, posibles tipos de metabolitos extraidos.

3. Determinar si existe diferencia significativa entre la cantidad de metabolitos

presentes en los extractos obtenidos por medio de analisis de varianza del
area total, medida por HPLC.
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HIPOTESIS

“Es posible extraer metabolitos solubles en diéxido de carbono en condiciones
supercriticas de la hoja seca de Spinacea Oleracea.”

Hipdtesis estadistica

NULA

Ho: No existe diferencia significativa en el rendimiento de metabolitos de
Spinacea Oleracea, si se utilizan tres diferentes presiones y dos tamarfos de
particulas.

uM T = uM J-TJ-

Donde:
uM.T.: Rendimiento de metabolitos de espinaca de la interaccion del i-ésimo
experimento.

uM T, : Rendimiento de metabolitos de espinaca de la interaccion del j-esimo

experimento.

ALTERNATIVA
Ha: Existe diferencia significativa en el rendimiento de metabolitos de Spinacea
Oleracea, si se utilizan para la extraccion, tres diferentes presiones y dos

tamafios de particulas.

M. T = uM jTj
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INTRODUCCION

Cuando un fluido se somete a condiciones por encima de su presion y
temperatura critica, se encuentra en su estado supercritico. En este estado, la
linea de separacion de fases liquido-gas se interrumpe. Esto implica la
formacion de una sola fase en la que el fluido tiene propiedades intermedias
entre las de un liquido y las de un gas: mientras se mantiene una gran
difusividad (propia de los gases), se consigue una alta densidad (cercana a la

de los liquidos).

El uso de solventes supercriticos para la extraccion de compuestos
organicos, ha recibido mucha atencién en los ultimos afios debido a la
disminucién en el tiempo de extraccion (comparado con otras técnicas de

extraccion) y la utilizacion de solventes liquidos en menor cantidad.

Los fluidos supercriticos més utilizados son CO,, N,O, CHCIF,, NH3, SFe.
Sin embargo, la mayoria de investigaciones de extraccion con fluidos
supercriticos, han utilizado CO, debido a su baja toxicidad y costo, sus
parametros criticos razonables y su habilidad para solvatar un gran rango de
compuestos organicos de baja y moderada polaridad.

Un proceso tipico de extraccion consiste en un reactor en el que se
introduce el substrato original y una cantidad de CO.. El sistema se presuriza y
se calienta hasta alcanzar condiciones supercriticas con lo que el CO; disuelve
los compuestos a extraer. A continuacion, se transfiere el fluido a otro reactor
donde se despresuriza la mezcla resultando la liberacion del soluto y la

eliminacién del CO, como gas.
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La extraccion con fluidos supercriticos tiene el potencial de cambiar el
laboratorio analitico y sus procedimientos de extraccion actuales
draméaticamente. Es por esto que en esta tesis se pretende ampliar el
conocimiento sobre extracciones supercriticas y su efectividad para la obtencion

de metabolitos a partir de material vegetal seco, en este caso la espinaca.

Para la realizacion de la parte experimental de este estudio se obtuvieron
hojas frescas de espinaca de un mercado local, las cuales fueron deshidratadas
hasta obtener una humedad constante. Este material fue entonces molido y
cernido a modo de obtener dos distintos tamafios de particula uniforme.

Se realizaron dos extracciones para cada tamafio de particula a tres
distintas presiones con temperatura, tiempo de residencia y volumen de
muestra invariable. De estas se obtuvieron doce extractos que fueron
analizados por medio de un espectrofotometro, UV visible, determinando la
presencia de metabolitos en cada una de ellas. Una muestra por tratamiento fue
entonces analizada con ayuda de un equipo de HPLC, determinando la
cantidad de metabolitos presentes en las mismas.

Por ultimo, se determin6 por medio de andlisis de varianza que no existe
diferencia significativa en la cantidad de metabolitos obtenidos en la extraccién,
con diéxido de carbono en condiciones supercriticas para las tres presiones y
dos tamafios de particula estudiados.
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1. ANTECEDENTES

En 1994, Edgar Loaiza, realizd el primer estudio documentado sobre
extraccion supercritica en Guatemala, titulado “Extraccion supercritica con
CO,”, como tesis de graduacion en la facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
de la Universidad San Carlos de Guatemala. En este realiz6 el disefio y montaje
de un aparato para extraccién supercritica con CO2, con el propésito de
demostrar que en Guatemala es posible disefiar y montar un aparato de alta
tecnologia que permitiera realizar micro-extracciones en el menor tiempo
posible y obtener mejores porcentajes de rendimiento de extraccion,

comparados contra el método de extraccion exhaustiva con Soxhlet.

En este estudio se realizaron diez extracciones de metoxicumarina en
pericon con el aparato de extraccion supercritica, con CO2 y diez extracciones
por el método de extraccion Soxhlet. Evaluando la concentracion por
cromatografia en ambos casos. Los resultados obtenidos demostraron que se
obtuvo un 55% de mayor rendimiento en extraccion de 7 — metoxicumarina por
extraccidn supercritica en comparacion con la extraccion Soxhlet. También se
determiné que el tiempo empleado en la extraccién supercritica fue 90% menor
que la extraccién Soxhlet. Todos estos resultados fueron obtenidos con un 95%

de confiabilidad estadistica.

Otro estudio importante sobre la extraccion supercritica en Guatemala
fue elaborado en el afio 2009 con el informe del proyecto FODECYT No. 49-
2006 “Extraccion supercritica y cuantificacion HPLC de Luteina y Beta Caroteno
presentes en vegetales de consumo popular”. En este se utilizé la tecnologia

supercritica para la extraccion de los pigmentos Luteina y Beta Caroteno,



debido a la rapidez y eficiencia del mismo. Logrando resultados positivos para
la extraccion de estos pigmentos los cuales fueron comparados con los tiempos

de retencion en HPLC de los estandares establecidos.



2. MARCO TEORICO

2.1 Los fluidos supercriticos

Muchas propiedades fisicoquimicas describen una sustancia o mezcla
quimica. Por ejemplo, el punto de ebullicién, la densidad y la constante
dieléctrica, pueden ser utilizadas para caracterizar una especie 0 sistema
particular como un sdlido, liquido o gas. Sin embargo, si una sustancia es
calentada y mantenida arriba de su temperatura critica se vuelve imposible
licuificarla a su presion. Cuando se aplica presion a este sistema se forma una
sola fase que muestra propiedades fisicoquimicas Unicas. Esta fase es llamada
fluido supercritico y estd caracterizada por una temperatura y presion criticas
(Tcy Pc).

Los fluidos supercriticos ofrecen recursos para alcanzar propiedades de
solvatacion que tienen caracteristicas de gas y liquido sin cambiar de estructura
quimica. Con un adecuado control de la presion y la temperatura, se puede
tener acceso a un rango significante de propiedades fisicoquimicas, sin pasar
nunca por un cambio de fase, por ejemplo, de gas a liquido. Asi, un fluido

supercritico puede ser considerado un solvente continuamente ajustable.

Cuando un fluido se somete a condiciones por encima de su presion y
temperatura critica, se encuentra en su estado supercritico. En este estado, la
linea de separacién de fases liquido-gas se interrumpe. Esto implica la
formacion de una sola fase (fig. 1) en la que el fluido tiene propiedades

intermedias entre las de un liquido y las de un gas: mientras se mantiene una



gran difusividad (propia de los gases), se consigue una alta densidad (cercana

a la de los liquidos).

Figural. Diagrama de fases
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Fuente: Flucomp, 2003

Al sobrepasar el punto critico el menisco desaparece y se crea una sola

fase, como se muestra en la siguiente figura.

Figura2. Compresién de un fluido
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Fuente: Flucomp, 2003

Algunas propiedades de las sustancias varian ampliamente en un rango
extenso de temperaturas y presiones alrededor del punto critico como la

densidad, viscosidad, difusividad, capacidad calorifica, conductividad térmica y



constante dieléctrica. Los valores de ciertas propiedades de los fluidos

supercriticos son intermedios entre las de los liquidos y las de los gases.

Tablal. Valores tipicos para los fluidos supercriticos (FSC)

D ! 100-800

ensidad (kg/m~) 1 1000
Viscosidad (cP) 0.01 0.05-0.1 0.5-1.0
Difusividad (mm?/s) 1-10 0.01-0.1 0.001

Al igual que los gases, la densidad de los FSC varia enormemente con la
presion y la temperatura, aunque se alcanzan densidades muy cercanas a las
de los liquidos. Asi, la propiedad caracteristica de los fluidos supercriticos es el
amplio rango de altas densidades que pueden adoptar, dependiendo de las
condiciones de presion y/o temperatura (a diferencia de los liquidos que son
practicamente incompresibles y de los gases que poseen densidades siempre

muy bajas).

Figura 3. Densidad en los fluidos comprimidos
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En la figura anterior se representa graficamente la densidad de un fluido.

A través de la linea de transicion liquido-gas, el cambio de densidad es abrupto.



Cerca de la temperatura critica, desaparece esa transicion y se puede variar de

forma continua la densidad en funcién de la presion.

Dada la relacion directa entre la densidad de un fluido con su poder
solvatante, se tiene que los fluidos supercriticos pueden variar enormemente su
capacidad de solvatacion a través de pequefias variaciones en la presion y/o

temperatura.

2.1.1 Comparacion de los FSC con los liquidos

e La densidad es la propiedad responsable del poder disolvente de los

fluidos.

e La baja viscosidad dota a los fluidos supercriticos de una gran facilidad

de transporte y de una velocidad de transferencia de masa mas elevada.

e La elevada difusividad y la tensidn superficial practicamente nulas

permiten una mejor penetracion en las matrices solidas.

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, los FSC se convierten en
disolventes ideales, puesto que su enorme difusividad les permite penetrar
perfectamente a través de matrices porosas y su capacidad de solvataciéon
modulable les permite una gran versatilidad y selectividad segun las
condiciones de presion y temperatura a las que se sometan. Sus aplicaciones

principales son:

o Extraccion (especialmente de productos naturales): no deja residuos, se

obtienen extractos de alta pureza y no requiere altas temperaturas.



o Precipitacion: obtencion de cristales con morfologia muy uniforme, alta

purezay libre de residuos de disolvente.

« Medio de reaccion: la existencia de una sola fase permite una éptima

transferencia de masa y de energia.

Debido a sus caracteristicas Unicas, los fluidos supercriticos han recibido
gran atencién en un buen namero de campos cientificos. Varias razones son
tomadas en cuenta para escoger un fluido supercritico sobre otros sistemas de
solvatacion, pero la eleccibn estd gobernada generalmente por: 1) la
solvatacion Unica y las propiedades de transferencia de masa favorables y, 2) la
facilidad con que el potencial quimico puede ser variado, simplemente

ajustando la presién o temperatura del sistema.

En la Ultima década, ha ocurrido bastante progreso en la tecnologia de
fluidos supercriticos. Por ejemplo, los fluidos supercriticos han encontrado un
amplio uso en extracciones y cromatografia, procesos de reacciones quimicas,
y recuperacién de aceites. Recientemente, se han utilizado como solventes
para cargar reacciones basadas en enzimas. Desafortunadamente, a pesar
que, los fluidos supercriticos son utilizados efectivamente en muchas areas,
existe todavia falta de entendimiento detallado de procesos fundamentales que

gobiernan estos solventes peculiares.

En un esfuerzo por cubrir esta debilidad, se han realizado estudios
significativos para determinar los aspectos fundamentales de las interacciones
soluto — soluto, soluto — fluido, y soluto — cosolvente en procesos de fluidos
supercriticos. En algunos casos se ha utilizado espectroscopia éptica y otros ha
usado cromatografia como herramienta para probar estas interacciones.

Muchos de estos estudios experimentales se han completado con calculos



tedricos. La conclusién general de estos estudios determind que existe un
aumento de densidad local del soluto cerca del punto critico. También se ha
sugerido que existe una mejor interaccion soluto — soluto, cerca del punto

critico.

2.1.2 Solventes supercriticos mas utilizados

El uso de solventes supercriticos para la extraccion de compuestos
organicos, ha recibido mayor atencion debido a la disminucién en el tiempo de
extraccion (comparado con otras técnicas de extraccion) y la utilizacion de
solventes liquidos en menor cantidad. Los fluidos supercriticos méas utilizados
son: CO;, N2O, CHCIF;, NH3, SFg

La mayoria de investigaciones de extraccion con fluidos supercriticos,
han utilizado CO, debido a su baja toxicidad y costo, sus parametros criticos
razonables y su habilidad para solvatar un gran rango de compuestos organicos
de baja y moderada polaridad. Sin embargo, extracciones cuantitativas desde
algunas matrices ambientales, requieren fluidos supercriticos que no sean
capaces Unicamente de interactuar con la matriz (o analito) para facilitar la

interaccién entre el soluto y el fluido supercritico.

Desafortunadamente, muchos de los fluidos supercriticos puros, que son
significativamente mas polares que el CO, tienen condiciones criticas
(temperatura y presién) altas o son reactivos (por ejemplo amoniaco) para
utilizarse en extracciones supercriticas analiticas. Sin embargo, extracciones
supercriticas con una mayor polaridad, como N;O (momento dipolar
permanente de 0.2Debie versus 0.0 para el CO;) pueden incrementar la
eficiencia de la extraccion de compuestos de alto peso molecular, indicando que



los fluidos con altos momentos dipolares permanentes, pueden utilizarse para

incrementar eficiencias de extraccion con fluidos supercriticos.

Investigaciones realizadas por Hawthorne, Lagenfeld y Miller (1992),
indican que la seleccion de fluidos para extracciones supercriticas, es limitada
debido a la necesidad de alcanzar presiones y temperaturas criticas altas, que
sean quimicos inertes, baja toxicidad y un estado gaseoso a condiciones
ambientales (para facilitar la recoleccion de analitos extraidos). Algunos freones
no exhiben esta posibilidad, aunque pueden tener propiedades como alto
momento dipolar. Pero el uso de fluoroclorocarbonados, freones en particular,
para procesos industriales es también reducido (pueden tener menos uso para
pruebas analiticas), el probable reemplazamiento, por clorofluorocarbonados
hidrogenados que tiene menor efecto en el agotamiento de la capa de ozono y

son mejores fluidos extractores.

Hawthorne y demas investigadores, no recomiendan utilizar el No,O como
solvente extractor, ya que es altamente oxidante y, extracciones de grandes
cantidades de material organico a alta temperatura, pueden causar accidentes

fatales.

Raynie, D. (1993), realizO extracciones de aceites esenciales de cafée
utiizando N,O, resultando una explosion y destruccidn del recipiente de
extraccién. El recomienda no utilizar N,O en extracciones supercriticas,
especialmente cuando las muestras a extraer, tienen alto contenido de
compuestos organicos. Ademas no utilizar mezcla de cosolventes en la

extraccién junto al N,O.



Sievers y Hansen analizan el potencial explosivo que tiene el Oxido
nitroso al utilizarlo como solvente. Ellos mezclaron el N,O junto al metanol en la

extraccion, lo cual produjo una explosion de la celda inmediatamente.

Hawthorne, Langenfeld y Miller concluyen que extracciones supercriticas
con CHCIF,, da consistentemente mayores rendimientos de extraccion de
Hidrocarburos Polialiciclicos, Policloro bifénilos, un rango de analitos idnicos y
no polares, que utilizando otros solventes supercriticos como el CO; y N,O.
Recomiendan el uso de CO, como supercritico ya que, los otros dos antes
mencionados, el N,O es altamente peligroso y el CHCIF, destruye la capa de

0zono.

Langenfeld, J. y Hawthorne, S. midieron la densidad de tres fluidos
supercriticos CO,, N,O, CHCIF, y CO, modificado con metanol al 5% en
volumen, utilizando un gran rango de presiones (60-600atm) y temperaturas
(40-150°C). Las densidades de los fluidos supercriticos calculados con la
ecuacion de estado modificada, concordaron con las mediciones
experimentales y hubo desviacién menor al 4% entre los valores obtenidos. La
técnica utilizada es buena, segura y reproducible; el aparato utilizado fue

facilmente ensamblado.
En la siguiente tabla se muestran las propiedades criticas de diferentes

fluidos, remarcando el CO;, y el H,O ya que estos son, sin duda, los mas
estudiados.
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Tablall. Propiedades criticas de diferentes fluidos

Fluido Temperatura Presion Densidad
Critica Critica Critica
[°C] [bar] [kg/m?’]
Etileno 9.3 50.4 220
Xenon 16.6 58.4 120
Diéxido de Carbono 31.1 73.8 470
Etano 32.2 48.8 200
Oxido Nitroso 36.5 71.7 450
Propano 96.7 42.5 220
Amoniaco 1325 112.8 240
I-Propanol 235.2 47.6 270
Metanol 239.5 81.0 270
Agua 374.2 220.5 320
Tolueno 318.6 41.1 290

2.1.3 Dio6xido de carbono supercritico
Sin duda el fluido mas utilizado, tanto a nivel de investigacibn como en
aplicaciones industriales, es el CO,. Se trata de un gas inocuo, abundante y
barato, cuyas condiciones criticas son relativamente bajas (31°C, 73 atm) y por
tanto faciles de operar.

2.1.3.1 Ventajas del dioxido de carbono

e Parametros criticos accesibles
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e Baja temperatura critica: muy ventajosa para extraer productos

naturales sin que ocurra degradacion térmica

e Baja toxicidad: PEL = 5000ppm

e No es inflamable

e Es bastante inerte desde el punto de vista quimico

e Bajo costo

2.1.3.2 Desventaja principal del dioxido de carbono

¢ No disuelve bien los compuestos polares

2.1.3.3 El di6xido de carbono y la quimica verde

e Es un disolvente inocuo y no inflamable. Conduce a procesos

Seguros.

e Los productos obtenidos suelen ser seguros porque no hay

residuos de disolvente.

e Es un recurso abundante en la atmésfera y se puede considerar

renovable (eliminando, por supuesto, el exceso de origen antropogénico).

Se sabe que el dioxido de carbono es el causante del efecto invernadero y
del calentamiento global del planeta, pero en el caso de su uso, para

extracciones, no se produce especificamente para la extraccion supercritica,
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por lo que no contribuye al aumento de la cantidad total en la atmdésfera. Puede
también reciclarse en el proceso, lo cual es una forma de secuestrar CO, Si
bien en pequefias cantidades. La situacion ideal se presentaria si el CO, se

capturase directamente de la atmdsfera.
2.1.4 Proceso de extraccion supercritica

Un proceso tipico de extraccion consiste en un reactor en el que se
introduce el substrato original y una cantidad de CO.. El sistema se presuriza y
se calienta hasta alcanzar condiciones supercriticas, con lo que el CO; disuelve
los compuestos a extraer. A continuacion, se transfiere el fluido a otro reactor
donde se despresuriza la mezcla, resultando la liberacion del soluto y la

eliminacién del CO, como gas.

Figura 4. Proceso de extraccion supercritica
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Fuente: Ciencia Hoy, Volumen 8, N° 43.

2.1.4.1 Ventajas del proceso

o Utiliza condiciones suaves (especialmente importante en compuestos

termolabiles).
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Mayor pureza del extracto: el CO,, al convertirse en gas, se elimina
practicamente por completo sin dejar residuos en el extracto. Ademas, es

inocuo, a diferencia de la mayoria de disolventes industriales.
Mayor rendimiento del proceso: el CO, supercritico penetra mejor en el
interior de la matriz; ademas el soluto, una vez extraido, se recupera

totalmente (su solubilidad en el gas es nula).

La modulacion del poder solvatante permite la extraccién y recuperacion

selectiva de diferentes productos.

Respeto al medio ambiente: evita el uso de disolventes clorados y no

produce efluentes que deban tratarse posteriormente.

2.1.5 Extraccion supercritica de analitos polares

La extraccion con fluidos supercriticos en escala analitica, recientemente,

ha sido una alternativa atractiva a los métodos de extraccién convencional,

donde se utilizan solventes liquidos para la recuperacion de analitos organicos

presentes en solidos y resinas adsorbentes. Esto se hace con el fin de reducir el

uso de solventes organicos que dejan trazas en la muestra y contaminan el

ambiente, ademas, por obtener buenos rendimientos en la recuperacion y

pequefios tiempos de extraccion.

La mayoria de reportes se han centrado sobre analitos relativamente no

polares (por ejemplo, analitos tratados por analisis de CG convencional),

extracciones cuantitativas con fluidos supercriticos de analitos polares y analitos

ionicos que han requerido la adicion de solventes organicos para modificar la
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polaridad del CO,, o el uso de fluidos (por ejemplo CHCIF) el cual es menos

aceptable para analisis rutinarios.

Estudios realizados por Hawthorne, S., Miller D., Nivens y White, sobre
extraccion con fluidos supercriticos de compuestos organicos polares desde
sélidos, fue hecho por derivatizacion de los analitos a especies menos polares
bajo condiciones de extraccidn supercritica estética, utilizando reactivos como
Hidréxido de trimetilfenilamonio y trifluoruro de boro en metanol. Después de la
derivatizacion, los analitos fueron extraidos con CO, utilizando técnicas
estandar de extraccion supercritica y analizadas sin tratamiento adicional

utilizando CG capilar convencional.

El estudio lo hacen sobre el desenvolvimiento y aplicacion de métodos de
derivatizacion / extraccion con fluidos supercriticos para la derivatizacion y
cuantificacion (<90%) de herbicidas (4cido (2,4-diclorofenoxi) acético y acido
3.6 dicloro-2-metoxibenzoico) desde suelos y sedimentos, acidos grasos
fosfolipidos desde células microbianas y desperdicios fendlicos acuosos
presentes en agua. Ellos concluyen que la derivatizacién quimica en la celda de
extraccién bajo condiciones de extraccidn supercriticas puede ser usada para
reducir la polaridad de analitos durante un proceso de extraccién supercritica
estatica. Ademas, esta técnica es una forma facil de extraer sustancias polares

con alto rendimiento y pueden ser analizados sin ninguna preparacion previa.
Este método ha sido aplicado en la extraccion de una gran cantidad de

compuestos polares desde bentazona, fenilurea, herbicidas, acidos clorados,

hasta aminoacidos y farmacos.
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2.1.6 Aplicacién de fluidos supercriticos en extraccion analitica

La extraccion con fluidos supercriticos tiene el potencial de cambiar el
laboratorio analitico y sus procedimientos de extraccion actuales
dramaticamente. Las predicciones de la explotacion monetaria de esta técnica
son astrondmicas. Consecuentemente, la cantidad de investigacion, desarrollo y

aplicacién de extraccidn supercritica, esta creciendo rapidamente.

En escala analitica, King ha reportado el conocimiento de cuatro
parametros basicos de la extraccién de fluidos supercriticos como una ayuda
para comprender el comportamiento de soluto en un medio de gas comprimido.
Estos cuatro parametros son la miscibilidad, la solubilidad maxima, el rango de
presion de fraccionamiento y las propiedades fisicas del soluto.

Especificamente, la miscibilidad es la presién a la cual el soluto empieza
a disolver en el fluido supercritico. Esta presién es dependiente de la técnica y
varia con la sensibilidad del método analitico usado para medir la concentracion
del soluto en la fase del fluido supercritico. La solubilidad maxima es la presion
a la cual el soluto tiene su maxima solubilidad en el fluido supercritico. Cuando
la fuerza de solvatacién del solvente de extraccion es igualada a la del soluto, el
sistema se encuentra en su solubilidad méaxima. El rango de presion entre la
presion de miscibilidad y la solubilidad maxima, es el rango de presion de
fraccionamiento. En este rango, el enriqguecimiento de un componente sobre

otro en el fluido supercritico es posible si se varia la presion o densidad.

La regulacion de la solubilidad del soluto en el solvente supercritico
todavia se encuentra en sus primeras etapas. El fraccionamiento es aumentado
por las diferencias en las propiedades fisicas del soluto. Dos solutos con
grandes diferencias de punto de ebullicibn o de fusion pueden ser facilmente

separados por cambios de temperatura en el proceso de extraccion
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supercritica. Otros solutos, con propiedades comunes, no son tan facilmente

fraccionados.

Las aplicaciones ambientales de la extraccién supercritica parecen ser
las mas comunes en la literatura. Un ejemplo tipico es la comparacion de la
eficiencia de extraccién de 2,3,7,8-tetraclorodibenceno-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD)
de muestras de sedimentos utilizando extraccién supercritica y cinco fases
moviles independientes con extraccion Soxhlet. Las fases moviles, dioxido de
carbono, o6xido nitroso, puros y modificados con 2% metanol y sulfuro
hexafluoride, fueron examinadas. Los sistemas con Oxido nitroso puro, diéxido
de carbono modificado y 6xido nitroso modificado, dieron los recobramientos
en un rango aceptable del 80 al 100%. Los otros dieron una recuperacion

menor al 50%, bajo las mismas condiciones.

Las recuperaciones con Soxhlet fueron menores al 65%. La eleccién de
la fase movil, es todavia una de las principales dudas en la extraccion
supercritica, aparenta ser dependiente de varios factores: polaridad del soluto
de interés, interacciones estearicas y también las interacciones entre la fase
moévil y la matriz. Los pardmetros fisicos del soluto de interés, como fue

sugerido por King, también deben ser considerados.

2.2 Espinaca

Nombre binomial: Spinacia oleracea

La espinaca es una planta anual, de la familia de las amarantaceas,

cultivada como verdura por sus hojas comestibles, grandes y de color verde

muy oscuro. Su cultivo se realiza durante todo el afio y se puede consumir
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fresca, cocida o frita. En la actualidad es una de las verduras que habitualmente

se encuentra congelada.

Es rica en vitaminas A y E, yodo y varios antioxidantes. También
contiene bastante acido oxalico, por lo que se ha de consumir con moderacion.
Fue cultivada por primera vez en Persia y de ahi deriva su nombre: Esfenaj. Los
arabes la introdujeron a Espafia hacia el siglo Xl y se extendié por toda Europa

alrededor del siglo XV.

2.2.1 Clasificacion cientifica

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Género: Spinacia

Especie: S. oleracea

2.3 Senescencia en las hojas

A nivel celular la senescencia parece estar controlada rigidamente, si
bien no se conocen los mecanismos de control. Las células senescentes sufren
una reduccién de su estructura y la mayoria de las inclusiones membranosas
subcelulares se rompen. Se ha sugerido que la vacuola actia como un
lisosoma, secretando enzimas hidroliticas que digieren el material celular que
ha dejado de ser necesario. Es evidente que ocurre algun tipo de destruccion

del tonoplasto y las enzimas hidroliticas se liberan al citoplasma. Sin embargo,
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la situacion no es tan simple pues también se reduce la estructura interna de los
cloroplastos y mitocondrias; parece que esto sucede antes que se rompan sus

membranas externas.

Por lo tanto, parece probable que se inicien procesos de degradacion o
se eliminen procesos de sintesis, tanto en los organelos como en las células.
Posiblemente la misma sefial que causa la senescencia en las células, es
percibida también por sus organelos provocando que lleguen a la senectud

simultdneamente.

En el metabolismo y contenido de los érganos, en senescencia, tienen
lugar cambios conspicuos. Se ha observado un decrecimiento en el DNA, RNA,
proteinas, iones inorganicos y varios nutrientes organicos. Ocurren cambios
profundos en la velocidad de ciertas reacciones metaboliticas. La fotosintesis
decrece un poco antes que se inicie la senescencia y la destruccién de la
clorofila, no ocurre sino hasta mucho mas tarde; probablemente esto se debe a
la reduccion en la demanda de productos fotosintetizados que controlan la tasa
de la fotosintesis hasta cierto punto. Pero, conforme empieza la senescencia y
decrecen las proteinas y la clorofila, ocurre una mayor declinacién de la
fotosintesis. Poco después se advierte un climaterio respiratorio. El nitrdgeno
soluble aumenta brevemente al producirse el rompimiento de las proteinas,
pero estos compuestos se transportan a otro lado rapidamente. Cuando ocurre
la muerte se han salvado muchos de los valiosos nutrientes de las hojas

transportdndose a las partes de la planta ain en crecimiento.
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Figura5. Cambios durante la senescencia en las hojas
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2.4 Clorofila

Clorofila es un término general que se aplica a varios tipos de pigmentos

verdes, estrechamente relacionados entre si, que tienen en comun la capacidad

para absorber energia luminica y pasarla a otras moléculas en forma de energia
quimica.

La clorofila se encuentra contenida en los cloroplastos, en la célula
viviente, ésta y algunos pigmentos asociados ocurren en conjuncién con
proteinas, pero al ser extraidos de células muertas pueden no contener
proteinas. Por lo comun, existe en dos formas que presentan ligeras
diferencias, llamadas clorofila a y clorofila b. La férmula para la clorofila a de
extraccion difiere de la clorofila b porque esta tiene un atomo mas de oxigeno y
dos menos de hidrogeno. Hay aun otras variantes de la clorofila que se
presentan en algunas algas y bacterias.
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La clorofila esencial en toda la fotosintesis de las plantas verdes es la
clorofila a, por lo cual esta presente en todas las plantas fotosintéticas. Esta
clorofila recibe energia luminica, tanto en forma directa como por transferencia
de otras clorofilas y pigmentos accesorios. La clorofila b esta presente en la
mayoria de las plantas verdes, en las algas verde-azul, en su lugar hay

ficocianina, en las algas pardas fucoxantina y en las algas rojas ficoeritrina.

El nucleo de la molécula de clorofila est4 constituido por un atomo de
magnesio rodeado de cuatro atomos de nitrégeno, a los cuales se fijan anillos y
cadenas de carbono, hidrégeno y oxigeno. Una forma mas compleja, pero mas
atil y precisa desde el punto de vista quimico para considerar la estructura de la
clorofila es comenzar con un pirrol, el cual es un anillo con cuatro atomos de
carbono y uno de nitrégeno. La unién de cuatro pirroles ligados quimicamente
entre si forma un tetrapirrol; cuando un tetrapirrol por si mismo forma un anillo
cerrado, la sustancia es una porfirina. Una metalporfirina tiene en su centro un

atomo metdlico. La clorofila es una metalporfirina que contiene magnesio.

En la formacion de la clorofila también se emplea hierro, en una forma
que a la fecha no se conoce bien, pero este metal no estd presente en la
clorofila misma. De acuerdo con una especulacion filogenética reciente, las
primeras metalporfirinas de importancia fueron porfirinas de hierro activas en la
respiracion anaerébica y la primera porfirina de magnesio fue resultado de un
accidente metabdlico antiguo. Se aplica el término clorofilida a una clorofila a la
que le falta el grupo fitil. Cuando le falta el atomo de Mg a veces se llama una

clorofilina.

Las clorofilas son verdes debido a que absorben la luz de manera

principal hacia los dos extremos del espectro visible, transmitiendo o reflejando
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la mayor parte de la misma que tiene longitudes de onda intermedias. Absorben
la mayor parte de la luz roja y azul y transmiten o reflejan la mayor parte de la
luz azul-verde, verde y amarilla a que se les exponga. Los diversos tipos de
clorofila que se encuentran en plantas distintas a las bacterias difieren muy
poco en su espectro de absorcion. Por otra parte, la mayoria de las clorofilas
bacterianas, difieren en forma marcada de las no bacterianas en que el pico de
absorcién cercano al extremo rojo del espectro es desplazado hacia el

infrarrojo.

La clorofila siempre va acompafada por uno o mas pigmentos asociados
gue no son verdes. En las plantas superiores, por lo general se encuentran
asociados con la clorofila dos pigmentos amarillos, el caroteno y la xantofila,
pero su presencia es encubierta por la clorofila, que es mas abundante.
Caroteno es el nombre de varios compuestos que tienen una relacion estrecha
entre si, teniendo todos la férmula C,0Hsg, pero difieren ligeramente en la
disposicion de los atomos en la molécula. Las xantofilas difieren de los
carotenos en que tienen uno o mas atomos de oxigeno en su molécula. El
caroteno, la xantofila y otros pigmentos, en su mayoria colores que van del
amarillo al rojo o tirando al pardo, tienen ciertas caracteristicas estructurales y
quimicas en comun, se denominan pigmentos carotenoides. Algunas veces

estos pigmentos ocurren sin clorofila y dan coloracién a muchos cromoplastos.

La clorofilina es un compuesto que se obtiene de la clorofila. En contraste
con la clorofila, la clorofilina es soluble en agua y tiene las mismas propiedades
que ella. La clorofila y la clorofilina se pueden encontrar como suplementos

nutricionales, tanto en comprimidos como en liquidos.
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2.4.1 Acciones de la clorofila en el ser humano

La clorofila, ademas de aportar energia vital proveniente de la
fotosintesis, desintoxica y oxigena nuestras células de forma muy efectiva, con

la ventaja de ser un alimento 100% natural y extremadamente saludable.

La clorofila es una fuente facilmente digerible de vitaminas y minerales,
gue apoya la circulacion sanguinea, intestino, rifiones e higado, y ayuda a

equilibrar nuestro metabolismo.

La clorofila es un suplemento alimenticio que tiene una gran actividad
desodorizante. De gran utilidad para combatir los problemas de mal aliento
ocasionados por el tabaco, bebidas alcohdlicas y alimentos; ayuda a eliminar
los olores provocados por la transpiracion, debido a que posee accion

antioxidante.

Nutre y fortalece los sistemas circulatorios e intestinal. La clorofilina
disminuye de forma significativa el colesterol y triglicéridos séricos en estudios
preliminares en animales. La clorofila y la clorofilina poseen potencial
anticarcinogénico y antimutagénico; pueden ayudar a proteger contra algunas

toxinas y pueden mejorar los efectos secundarios de algunos farmacos.

Es efectiva en la reduccion del olor urinario y fecal, en algunas
circunstancias puede ayudar a aliviar el estrefiimiento. Puede ser beneficioso en
el tratamiento de piedras de oxalato calcico y pueden tener actividad

antiaterogénica.
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2.5 Cromatografia liquida de alta resolucion

La Cromatografia liquida de alta resolucion o High performance liquid
chromatography (HPLC) es un tipo de cromatografia en columna utilizada
frecuentemente en bioquimica y quimica analitica. EI| HPLC es una técnica
utilizada para separar los componentes de una mezcla basandose en diferentes
tipos de interacciones quimicas entre las substancias analizadas y la columna

cromatografica.

En la HPLC isocrética, el compuesto pasa por la columna cromatografica
a través de la fase estacionaria (normalmente, un cilindro con pequefias
particulas redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie) a
través del bombeo de liquido (fase movil) a alta presion a través de la columna.
La muestra a analizar es introducida en pequefias cantidades y sus
componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones
quimicas o fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la
columna. El grado de retencion de los componentes de la muestra depende de
la naturaleza del compuesto, de la composicién de la fase estacionaria y de la
fase movil. El tiempo que tarda un compuesto de ser eluido de la columna se
denomina tiempo de retencion y se considera una propiedad identificativa,
caracteristica de un compuesto en una determinada fase moévil y estacionaria.
La utilizacion de presion en este tipo de cromatografias incrementa la velocidad
lineal de los compuestos dentro la columna y reduce asi su difusion dentro de la
columna, mejorando la resolucion de la cromatografia. Los disolventes mas
utilizados son el agua, el metanol y el acetonitrilo. EI agua puede contener
tampones, sales, 0 compuestos como el acido trifluoroacético, que ayudan a la

separacion de los compuestos.
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Una mejora, introducida a la técnica de HPLC descrita, es la variacién en
la composicion de la fase movil durante el analisis, conocida como elucién en
gradiente. Un gradiente normal en una cromatografia de fase reversa, puede
empezar a un 5% de acetonitrilo y progresar de forma lineal hasta un 50% en
25 minutos. El gradiente utilizado varia en funcion de la hidrofobicidad del
compuesto. El gradiente separa los componentes de la muestra como una
funcion de la afinidad del compuesto por la fase mavil utilizada respecto a la
afinidad por la fase estacionaria. En el ejemplo, utilizando un gradiente
agua/acetonitrilo, los compuestos mas hidrofilicos eluiran a mayor
concentracion de agua, mientras que los compuestos mas hidrofdbicos eluiran a
concentraciones elevadas de acetonitrilo. A menudo, hace falta realizar una
serie de pruebas previas por tal de optimizar el gradiente de forma que permita

una buena separacién de los compuestos.

2.5.1 Cromatografia de fase reversa

La HPLC de fase reversa (RP-HPLC) consiste en una fase inmovil apolar
y una fase movil de polaridad moderada. Una de las fases estacionarias mas
comunes de este tipo de cromatografia es la silica tratada con un alquil. El
tiempo de retencién es mayor para las moléculas de naturaleza apolar, mientras

gue las moléculas de caracter polar eluyen mas rapidamente.

El tiempo de retenciébn aumenta con la adicién de disolvente polar a la
fase movil y disminuye con la introduccion de disolventes més hidrofébicos. La
cromatografia de fase reversa es tan utilizada que a menudo se le denomina
HPLC sin ninguna especificacion adicional. La cromatografia de fase reversa se
basa en el principio de las interacciones hidrofébicas que resultan de las
fuerzas de repulsién entre un disolvente relativamente polar, un compuesto

relativamente apolar, y una fase estacionaria apolar. La fuerza conductora en la

25



unidon del compuesto, a la fase estacionaria, es la disminucion del area del

segmento apolar del analito expuesto al disolvente.

Este efecto hidrofébico esta dominado por la disminucion de la energia
libre de la entropia asociada con la minimizacion de la interfase compuesto-
disolvente polar. El efecto hidrofébico disminuye con la adicion de disolvente
apolar a la fase movil. Esto modifica el coeficiente de particion de forma que el

compuesto se mueve por la columna y eluye.

Las caracteristicas del compuesto de interés juegan un papel muy
importante en la retencion. En general, un compuesto con una cadena alquil
larga se asocia con un tiempo de retencibn mayor porque aumenta la
hidrofobicidad de la molécula. Aun asi, las moléculas muy grandes pueden ver
reducida la interaccion entre la superficie del compuesto y la fase estacionaria.
El tiempo de retencién aumenta con el area de superficie hidrofébica que suele
ser inversamente proporcional al tamafio del compuesto. Los compuestos
ramificados suelen eluir mas rapidamente que sus isomeros lineales, puesto

gue la superficie total se ve reducida.

A parte de la hidrofobicidad de la fase movil, otras modificaciones de la
fase movil pueden afectar la retencién del compuesto; por ejemplo, la adicion de
sales inorganicas provoca un aumento lineal en la tensién superficial, y como la
entropia de la interfase compuesto-disolvente esta controlada precisamente por
la tension superficial, la adicion de sales tiende a aumentar el tiempo de

retencion.

Otra variable importante es el pH puesto que, puede cambiar la
hidrofobicidad del compuesto. Por este motivo, la mayoria de métodos utilizan

un tampén como el fosfato de sodio por controlar el valor del pH. Estos
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tampones controlan el pH, pero también neutralizan la carga o cualquier resto
de silica de la fase estacionaria que haya quedado expuesta y actian como
contraiones que neutralizan la carga del compuesto. El efecto de los tampones
sobre la cromatografia puede variar, pero en general mejoran la separacion

cromatografica.

Las columnas de fase reversa se echan a perder con menor facilidad que
las columnas de silica normales. Aun asi, muchas columnas de fase reversa
estan formadas por silica modificada con cadenas alquil y no se deben utilizar
nunca con bases en medio acuoso puesto que, éstas podrian dafar el
esqueleto de silica subyacente. Las columnas se pueden utilizar en &cidos en
medio acuoso, pero no deberian estar expuestas demasiado tiempo al acido

porque puede corroer las partes metalicas del aparato de HPLC.

2.5.2 Parametros

2.5.2.1 Diametro interno

El didametro interno de una columna de HPLC es un aspecto critico que
determina la cantidad de muestra que se puede cargar a la columna y también
influye en su sensibilidad. Las columnas de diametro interno mas grande
(>10mm) se utilizan normalmente en la purificacion de compuestos para su
utilizacion posterior. En cambio, las columnas de diametro interno menor (4-
5mm) se utilizan en el andlisis cuantitativo de las muestras, y se caracterizan
por el aumento de la sensibilidad y la minimizacion del consumo de disolventes
que conllevan. Estas columnas suelen denominarse columnas de rango
analitico y normalmente estdn asociadas a un detector UV-VIS. Aparte, existen
otros tipos de columnas, como las de tipo capilar, con un didmetro inferior a 0.3

mm, utilizadas principalmente en espectrometria de masas.
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2.5.2.2 Medida de las particulas

La mayoria de HPLC tradicionales se realiza con una fase estacionaria
unida al exterior de particulas esféricas de silica. Estas particulas pueden tener
diferentes medidas, siendo las de 5\mum de didmetro las mas utilizadas.
Particulas mas pequefias ofrecen una mayor superficie y una mejor separacion,
pero la presion que se requiere para obtener una velocidad lineal 6ptima,
aumenta de forma inversamente proporcional al cubo del diametro de la
particula. Esto significa que disminuir la medida de las particulas a la mitad,
aumentaria la resolucion de la columna, pero a la vez, aumentaria la presion

necesaria en un factor de ocho.

2.5.2.3 Tamaiio de poro

Muchas fases estacionarias son porosas para proporcionar una mayor
superficie. Los poros pequefios proporcionan una mayor superficie mientras que
los poros de mayor medida proporcionan una mejor cinética, especialmente
para los compuestos de tamafio mas grande; por ejemplo, una proteina que sea
ligeramente mas pequefia que el tamafio de los poros puede entrar, pero

dificilmente saldra con facilidad.

2.5.2.4 Presion de labomba

La presion de las bombas es variable segun el modelo y fabricante, pero
su rendimiento se mide en su habilidad para generar un flujo constante y
reproducible. La presién puede lograr valores hasta de 40 MPa (o unas 400
atmosferas). Los aparatos mas modernos de HPLC incorporan mejoras para

poder trabajar a presiones mas altas y, por lo tanto, poder utilizar particulas de
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tamafio mas pequefio en las columnas (< 2 micrometros). Estos nuevos
aparatos, denominados Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC)
pueden trabajar con valores hasta de 100 MPa de presion (unas 1000

atmosferas).

2.6 Espectrofotometria de absorcion

Esta técnica mide la intensidad de absorcion de la radiacion
electromagnética de una sustancia, a diversas longitudes de onda. Hay tres
regiones del espectro que se utlizan para estas mediciones, a saber, la
ultravioleta (80 a 400nm) y la visible (400 a 800nm), asi como la del infrarrojo
(2.5 a 15p). En la region del infrarrojo, la magnitud de la energia de radiacion
sélo iniciaria vibraciones dentro de la molécula, pero el nivel energético de las
regiones visible y ultravioleta es tan elevado, que también se pueden provocar
transiciones electrénicas. Esta técnica comunica informacién muy especifica
respecto a la estructura y la identificacion de moléculas complejas. Las
determinaciones cuantitativas en el infrarrojo son menos apropiadas que en las

regiones ultravioleta y visible.

Entre las principales aplicaciones estan la determinacion de la cantidad
de concentracion de una solucion de algun compuesto, determinacion de
estructuras moleculares e identificacion de unidades estructurales especificas
ya que éstas tienen distintos tipos de absorbancia (grupos funcionales o

isomerias).
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1 \Variables

3.1.1. Variable dependiente

Rendimiento de metabolitos de Spinacea oleracea

3.1.2 Variables independientes

Presion del CO2: 1200, 1350 y 1500 psi

Tamafio de particula de espinaca seca: entre tamiz 6 - 14y 14 — 22

3.1.3 Variable de respuesta

La variable de respuesta para cada tratamiento sera la cuantificacion de
grupos de metabolitos y metabolitos totales por extracto obtenido, en funcion de
la presion y tamafio de particula en duplicado.
3.2 Recursos humanos disponibles

Asesor: Ing. Qco. Benjamin Piedrasanta

Co-asesor: Lic. Eduardo Robles

Investigador: Livia Johana Alvarez Gonzalez
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3.3 Recursos materiales disponibles

Especie vegetal a utilizar: Spinacia oleracea

e Equipo de extraccion supercritica a nivel laboratorio, con valvulas tipo
aguja, mesh de celda malla No. 100 y volumen total de celda de
extraccién de 137cm?®

e Molino

e 3 Tamices: mesh 6 (0.132plg), mesh 14 (0.0555plg), mesh 22
(0.0310plg)

e Embudo

e Probeta de 50ml

e Beacker de 50ml y de 250ml

e 3 earlenmeyer de 250ml con tapon

e Celdas del espectro

e Etanol al 95% de pureza

e Espectrofotometro UV / Visible Varian, Modelo CARY 50BIO
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e Cromatografo HPLC Shimadzu, UV visible, Modelo SPD 20AV. Bomba
LC-20AT. Column oven CTD-20A. Columna RP-18

3.4 Técnica cualitativa o cuantitativa

3.4.1 Diseio de tratamiento

Para la obtencidn y determinacién de la concentracion de metabolitos se
utilizé la hoja seca de espinaca y CO;, en condiciones supercriticas. De esta
extraccion se obtuvieron seis tratamientos con dos repeticiones cada uno,

dando como resultado doce datos.

3.4.2 Disefio experimental

Se utilizé un disefio controlado, en el cual se aplic6 un experimento
factorial, con dos factores de efecto fijo, por lo que cada tratamiento se
seleccioné especificamente para realizarse en el laboratorio. Con el valor
obtenido, por HPLC de cada repeticidn de la variable de respuesta, se realizo el

analisis de varianza.

3.5 Recoleccion y ordenamiento de la informacion

3.5.1 Manejo del experimento

Las hojas frescas de Spinacia oleracea se obtuvieron de un mercado
local, luego fueron secadas, todas las hojas, en un secador por conveccion para
cada tratamiento, hasta una humedad constante uniforme. Este material fue
reducido de tamafio por medio de un molino de discos y luego fueron pesadas

las cantidades que se requerian para cada tratamiento. EIl extracto obtenido en
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cada tratamiento se almacend en frascos color ambar, limpios vy

herméticamente sellados con el fin de evitar contacto directo con la luz.

Se determiné la presencia de metabolitos por medio de barrido en un
espectrofotometro UV visible, el cual debia ser distinto al barrido de una
muestra de etanol al 95%, para indicar la presencia positiva de metabolitos.
Este barrido se compar6 con el barrido teérico de clorofila, determinando la
probabilidad de presencia de este metabolito en las muestras obtenidas. Por
altimo, se analiz6 cada tratamiento en el equipo de HPLC para determinar la
cantidad de grupos de metabolitos y metabolitos totales obtenidos en cada uno

de los tratamientos.

3.5.2 Descripcion del procedimiento

a. En la celda de extraccion se coloco la muestra de material vegetal molido

y tamizado y se agrego6 25ml de co solvente (etanol al 95%).

b. Se carg6 el CO, a la presion de trabajo (por encima de la presioén critica)
hacia la celda de extraccion

C. Se calenté la celda a la temperatura de trabajo, 40°C.

d. El CO, en condiciones supercriticas atravesd la celda de modo

transversal disolviendo los componentes requeridos.
e. Se dejo el sistema cerrado por treinta minutos, para que el CO, y la

muestra vegetal alcanzaran el equilibrio y se diera mayor transferencia

de masa.
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f. Se descompresiond el sistema para que saliera el CO; y etanol con los
compuestos disueltos produciendo un descenso en su densidad por
medio de descenso de la presion y temperatura.

g. Se recuperd el material extraido en un earlenmeyer, evaporandose
instantdneamente el CO, gaseoso y se tapd automéaticamente el
recipiente para evitar pérdidas por evaporacion.

h. Una pequefia fraccibn del extracto obtenido se introdujo en un
espectrofotometro para determinar la presencia de metabolitos en el
extracto obtenido.

I Al encontrar positiva la presencia de metabolitos en el extracto, se
procedid a inyectar una muestra del extracto en el HPLC para cuantificar
los metabolitos presentes.

J- Este procedimiento se repiti6 para los seis tratamientos, con tres
presiones distintas y dos tamafios de particula.

3.5.3 Analisis en espectrofotémetro UV visible
Se utilizé un mililitro de extracto para el analisis. Obteniendo una lectura

completa por cada extracto, asi como un gréfico de lectura comparativo por

presion trabajada y una lectura comparativa total de todos los extractos.
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3.5.4 Andlisis en HPLC

Se utiliz6 una columna de 25cm RP18 y en la fase movil para la
separacion se utilizé una mezcla de metanol-agua 70/30, obteniéndose un

cromatograma para cada extracto obtenido.

3.6 Tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la informacion

Cada unidad de tratamiento se distribuyé de la siguiente manera:

30g hoja seca de espinaca / Temperatura: 41°C

Presion (PSI)

1200

1350

1500

Particula entre tamices

6y14

14y 22

De los extractos obtenidos de cada unidad de tratamiento se obtuvo:

o Barrido espectral traslapado de ambos tamafios de particulas del

extracto de espinaca extraido con CO; a las tres distintas presiones, para

determinar la presencia de metabolitos en los extractos obtenidos.

o Cuantificacion de metabolitos por HPLC presentes en cada extracto en
funcién del area por pico detectado y cuantificacion de metabolitos
totales por HPLC presentes en cada extracto en funcién del &rea total.

o Andlisis de varianza de dos factores con una muestra por grupo, para
determinar si existe diferencia significativa en la cantidad de metabolitos

presentes en los extractos obtenidos.




3.7 Andlisis estadistico

A la cantidad presente de metabolitos de las tres presiones y los dos
tamafos de particulas, se les realiz6 un andlisis de varianza, y prueba de
medias con el objeto de determinar si existe diferencia significativa entre el

rendimiento que se obtuvo en cada uno de los tratamientos utilizados.

3.7.1 Modelo Estadistico

El modelo es el siguiente:

Z(i,j) =u+7+pB; +(Tﬂ)ij + &k

Donde:

Z(;) =variable respuesta de la i, j —esima unidad muestreada experimental.
1 =Efecto de la media general.

7, =Efecto del i-ésimo presion de extraccion.

B, =Efecto del j-ésimo tamafio de particula.

73;=Efecto de la interaccion presion-tamafio de particula.

&, —Efecto del error experimental.
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4. RESULTADOS

4.1 Absorcion vs. Longitud de onda

Figura 6.

Barrido espectral traslapado de ambos tamafios de particula

de extracto de espinaca extraido con CO; a las tres distintas presiones,
ampliado de 400 a 800 nm

Linea Particula entre Extraido
tamiz # con CO, a
Negra 14y 22 1200 PSI
Azul 14y 22 1350 PSI
Violeta 14y 22 1500 PSI
Marrén 6yl4 1200 PSI
044 Verde 6y 14 1350 PSI
Roja 6y 14 1500 PSI
0,34
2 0,24
0,14
0,0
I T T T 1
400 500 600 700 800

Long. Onda {nm)
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4.2 Extractos en HPLC

Tabla lll.  Resumen de cuantificacion de metabolitos por HPLC presentes

en cada extracto en funcion del area por pico detectado

Deteccion de metabolitos en funcion del area

Temperatura: Presion (PSI)

41°C 1200 1350 1500

Tiempo| Area |Tiempo| Area |Tiempo| Area

1.439| 9935467| 1.462| 7978164 1.455| 7698889

6y14 1.575| 4542928 1.563| 5280857| 1.555| 4851111

Particula
1.688 | 15147116 1.71| 7725109 1.712 | 15790454
entre
. 1.806 | 10954839
tamices:

1.566 | 20937640 1.58| 11710604 1.533| 23960231

14y 22| 1.687| 15281799 1.696| 8302337 1.697| 11135108

1.804 | 19221283 1.803| 11527863 | 1.793| 15656337

Tabla V. Resumen de cuantificacion de metabolitos totales por HPLC

presentes en cada extracto en funcion del area total

Deteccion de metabolitos totales en funcion del area

Presidn (PSI)
Temperatura: 41°C
1200 1350 1500
Particula 6y14 5.5621 3.1592 5.0937
entre
14y 22
tamices: 2.9625 3.1966 2.8468
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4.3 Anédlisis de varianza

TablaV. Analisis de varianza de dos factores con una muestra por

grupo
RESUMEN  Cuenta Suma Promedio Varianza
Fila 1 3 13.815 4.605 1.62260287
Fila 2 3 9.0059 3.001966667 0.03175822
Columna 1 2 8.5246 4.2623 3.37896008
Columna 2 2 6.3558 3.1779 0.00069938
Columna 3 2 7.9405 3.97025 2.52427981

Tabla VI. Resultado anélisis de varianza

Origen de Grados
las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Filas 3.8545738 1 3.854573802 3.76172417 0.191989058 18.5128205
Columnas  1.25935672 2 0.629678362 0.61451056 0.619382755 19
Error 2.04936546 2 1.024682732
Total 7.16329599 5
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los barridos espectrales muestran la absorcién por longitud de onda, lo
cual nos ayuda a determinar si existen o no metabolitos presentes en cada
extracto obtenido, utilizando CO, supercritico a una temperatura constante de
41°C. De los barridos obtenidos (figura 6), puede determinarse entonces que en
todos los casos se obtuvo una serie de metabolitos, siendo el comudn
denominador una alta concentracion de metabolitos en el area no visible, es
decir, abajo de 400nm, seguido de un grupo de metabolitos en la longitud de

onda entre 400 y 500nm y otro entre 640 y 680nm.

La concentracion de metabolitos, en los dos ultimos rangos puede indicar
la presencia de clorofila en los extractos al comparar el espectro contra el
barrido tedrico de clorofila (figura 50), sin embargo, su comprobacion cientifica
exacta va mas alla del alcance de este estudio.

La extraccion por tamafio de particula y presion del solvente se realizo en
duplicado, obteniendo barridos espectrales individuales con diferencias de
absorcién por metabolitos despreciables. Es decir, la reproducibilidad del equipo
de extraccion es muy alta, de modo que el equipo espectrofotométrico utilizado
no logra detectar mayor diferencia. Debido a esta alta reproducibilidad, los
cromatogramas para cada condicion fueron obtenidos Unicamente para uno de

los extractos.

Los cromatogramas obtenidos con el equipo de cromatografia liquida de

alta resolucibn muestran la concentracién de metabolitos obtenida en funcién
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del area registrada, a mayor area mayor concentracion obtenida. En estos
puede notarse que el equipo de cromatografia utilizado detecta tres principales
metabolitos en comun en todos los casos (tabla Ill), con un Unico caso
particular de 4 metabolitos en el extracto de particula gruesa a presion de 1350
PSI. Puede observase también que el tiempo de retencion es muy similar en
todos los casos, sin embargo la deteccidn en los extractos obtenidos de
particula fina inicia 0.1 minutos después que en los extractos de particula

gruesa.

En base al area total obtenida por HPLC para cada extracto, puede
decirse que la mayor concentracion de metabolitos totales se obtuvo en la
muestra con particula fina, entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; supercritico a

1200Psi, ya que el area total detectada para este extracto es de 55621352.

La segunda mayor concentracion o area total se obtuvo a partir de la
misma muestra de particula fina extraida a una presiéon de CO, de 1500Psi, con
un area total de 50837620. Para los extractos obtenidos con CO; a 1350Psi el
area total es muy similar, 31592189 para particula fina y 319660092 para
particula gruesa, la pequefia diferencia entre ambas se debe a la diferencia en
la cantidad de picos leidos. La menor cantidad de concentracion de metabolitos
0 area total se presentd para los extractos obtenidos a partir de la muestra con
particula gruesa, entre tamiz 6 y 14, con CO, a 1500Psi con area total de
28468839 y a 1200Psi con un area total de 29625512.

Al realizar el analisis de varianza a los resultados obtenidos de la
cuantificacion por HPLC (tabla V y VI), se observa que el valor estadistico de la
F, en este caso el valor de la F por las filas (tamafio de la particula), es de
3.7617. Para saber si estos resultados son significativos (el valor de la F

observado necesita ser al menos 18.51 (0o sea el valor critico de la F). Debido a
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que el valor de F observado es de 3.78, mucho menor que el valor critico de la
F 18.51, los resultados de las muestras no son significativas. El valor de la F
para las columnas (presién supercritica) es igual a 0.6893, esto tampoco es
significativo, porque el valor de F critico es de 19. Es decir, no existe una

relacion significativa en el tamafio de la particula, y la presion supercritica.

Por dltimo, cabe mencionar que para la obtencién de los extractos fue
necesario agregar 25ml de etanol a cada carga de celda debido a la falta de un
condensador que reciba el extracto en el equipo, por lo que en las primeras
pruebas no se obtuvo suficiente extracto para andlisis ya que la mayor parte del
mismo se evaporoé junto al CO,. Por esta razén, no fue posible determinar el
rendimiento por diferencia de peso sino Unicamente por cuantificacion de
cantidad de metabolitos por HPLC. Se eligi6 esta solucién de etanol al 95% de
pureza debido a sus caracteristicas polares y a su baja toxicidad para el ser

humano.
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CONCLUSIONES

Es posible extraer metabolitos a partir de la espinaca utilizando CO; a
1200, 1350 y 1500 PSI, para un mismo tamafo de particula sin diferencia

significativa estadistica en el rendimiento.

Es posible extraer metabolitos a partir de la espinaca con un tamafo de
particula entre tamiz 6 y 14 y 14 y 22, con una misma presion de CO; sin

diferencia significativa estadistica en el rendimiento.

La deteccién de un grupo de metabolitos en funcion de la longitud de onda
menor a 400nm, espectro no visible, es comun en todos los extractos

obtenidos de espinaca con CO; en condiciones supercriticas.

La deteccion del metabolito especifico, clorofila, en todos los extractos se
da por los picos formados en el barrido espectral en los rangos de 400 a
500nm y 640 a 680nm, al compararlo con el barrido espectral tedrico de

este metabolito.

La deteccion de tres grupos de metabolitos, en funcion del tiempo
detectado por el equipo HPLC, es comun en todos los extractos obtenidos

de espinaca con CO; en condiciones supercriticas.

Se acepta la hipotesis nula, que indica la no existencia de diferencia
significativa en el rendimiento de metabolitos si se utilizan tres presiones

supercriticas y dos tamafios de particulas.
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RECOMENDACIONES

Debido al tamafio de celda y la falta de un condensador en el equipo, debe
utilizarse un co-solvente en la extraccion para lograr retener suficientes

volumen de extracto para analisis posterior.

Se debe aumentar la capacidad del equipo a fin de obtener mayores

volimenes de extracto final.

Se deben mantener los extractos en frascos color ambar y/o aplicar algun
antioxidante para evitar la oxidacion de los mismos, por efecto de la luz.

Se recomienda refrigerarlos si no se utilizan de inmediato.

Ampliar el estudio para determinar todos los tipos de metabolitos
presentes en el extracto, principalmente los presentes en el espectro no

visible, quienes presentan mayor concentracion en el mismo.

Se debe trabajar con tamafos de particula de material vegetal a extraer de
tamafio minimo, equivalente a particulas entre tamiz 14 y 22, ya que con

particulas menores el equipo disefiado no logra operar.
Al instalarse un condensador en el equipo, puede evaluarse el efecto del

co-solvente en concentracion de metabolitos por extracto, asi como el

rendimiento real de volumen del mismo.
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APENDICE

Barrido Espectral completo muestra etanol con 95% de pureza
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Informe Barrido completo muestra etanol con 95% de pureza
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657,0 -0,014
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Absorcion vs. Longitud onda

ANALISIS INDIVIDUAL

Barrido espectral completo del primer extracto de espinaca, particula
entre tamiz 14y 22, extraido con CO; a 1200 PSI
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Barrido espectral completo del segundo extracto de espinaca, particula
entre tamiz 14 y 22, extraido con CO;, a 1200 PSI
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Barrido espectral ampliado del primer extracto de espinaca, particula
entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; a 1200 PSI
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Barrido espectral ampliado del segundo extracto de espinaca, particula
entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; a 1200 PSI
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Informe barrido espectral completo del primer extracto de espinaca,
particula entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; a 1200 PSI

Long. Onda (nm) Abs

652,0 0,095
420,0 0,385
231,0 1,860
217,1 3,269
2139 3,609
210,0 3,599
208,0 3,605
206,1 10,000
204,0 3,683

Informe barrido espectral completo del segundo extracto de espinaca,

particula entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; a 1200 PSI

Long. Onda (nm) Abs

652,9 0,089
276,1 1,985
266,9 2,218
259,1 2,492
254,0 2,627
249,0 2,929
240,1 3,156
231,0 3,499
229,1 10,000
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Barrido espectral completo del primer extracto de espinaca, particula
entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; a 1350 PSI

T I 1
200 400 600 800
Long. Onda (nm)

Barrido espectral completo del segundo extracto de espinaca, particula
entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; a 1350 PSI
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Barrido espectral ampliado del primer extracto de espinaca, particula entre
tamiz 14y 22, extraido con CO; a 1350 PSI
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Informe barrido espectral completo del primer extracto de espinaca,
particula entre tamiz 14 y 22, extraido con CO;, a 1350 PSI

Long. Onda (nm) Abs

659,0 0,071
247,0 1,903
242,0 1,918
239,0 1,885
234,0 1,877
206,1 3,915
202,9 3,937

Informe barrido espectral ampliado del segundo extracto de espinaca,
particula entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; a 1350 PSI

Long. Onda (nm) Abs

658,9 0,079
606,0 0,076
269,9 2,464
265,1 2,575
259,1 3,021
255,0 3,012
252,0 3,380
249,0 10,000
240,1 10,000
236,0 3,164
233,9 10,000
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Barrido espectral completo del primer extracto de espinaca, particula
entre tamiz 14y 22, extraido con CO; a 1500 PSI
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Barrido espectral ampliado del primer extracto de espinaca, particula entre
tamiz 14y 22, extraido con CO; a 1500 PSI
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Informe barrido espectral completo del primer extracto de espinaca,
particula entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; a 1500 PSI

Long. Onda (nm) Abs

660,0 0,061
206,1 3,561
201,0 3,498

Informe barrido espectral completo del segundo extracto de espinaca,

particula entre tamiz 14 y 22, extraido con CO; a 1500 PSI

Long. Onda (nm) Abs

652,9 0,023
203,9 4,101
202,0 4,326
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Barrido espectral completo del primer extracto de espinaca, particula
entre tamiz 6 y 14, extraido con CO; a 1200 PSI
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Barrido espectral ampliado del primer extracto de espinaca, particula entre
tamiz 6 y 14, extraido con CO; a 1200 PSI
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Informe barrido espectral completo del primer extracto de espinaca,

particula entre tamiz 6 y 14, extraido con CO, a 1200 PSI

Long. Onda (nm) Abs

658,0 0,034
2420 1,729
232,0 1,606

Informe barrido espectral completo del segundo extracto de espinaca,

particula entre tamiz 6 y 14, extraido con CO, a 1200 PSI

Long. Onda (nm) Abs

657,0 0,057
243,0 1,889
235,0 1,910
218,1 3,113
2149 10,000
210,1 4,826
207,1 10,000
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Barrido espectral completo del primer extracto de espinaca, particula
entre tamiz 6 y 14, extraido con CO; a 1350 PSI
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Barrido espectral ampliado del primer extracto de espinaca, particula entre
tamiz 6 y 14, extraido con CO; a 1350 PSI
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Informe barrido espectral completo del primer extracto de espinaca,
particula entre tamiz 6 y 14, extraido con CO;, a 1350 PSI

Long. Onda (nm) Abs

653,0 0,063
243,0 1,717
236,1 1,683
234,0 1,672

Informe barrido espectral completo del segundo extracto de espinaca,

particula entre tamiz 6 y 14, extraido con CO;, a 1350 PSI

Long. Onda (nm) Abs

651,0 0,039
241,0 1,566
236,0 1,597
2149 2,880
205,0 10,000
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Barrido espectral completo del primer extracto de espinaca, particula
entre tamiz 6 y 14, extraido con CO; a 1500 PSI
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Barrido espectral ampliado del primer extracto de espinaca, particula entre
tamiz 6 y 14, extraido con CO; a 1500 PSI
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Informe barrido espectral completo del primer extracto de espinaca,
particula entre tamiz 6 y 14, extraido con CO; a 1500 PSI

Long. Onda (nm) Abs

654,1 0,095
243,0 1,665
236,1 1,633
231,0 1,642
206,1 3,597
201,0 4,053

Informe barrido espectral completo del segundo extracto de espinaca,

particula entre tamiz 6 y 14, extraido con CO;, a 1500 PSI

Long. Onda (nm) Abs

655,0 0,112
2149 3,106
209,0 4,024
206,0 4,797
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BARRIDO ESPECTRAL COMPARATIVO POR MESH

Barrido espectral traslapado completo de ambos tamafios de particula de
extracto de espinaca extraido con CO;, a 1200 PSI
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Barrido espectral traslapado ampliado de ambos tamafios de particula de
extracto de espinaca extraido con CO, a 1200 PSI
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Barrido espectral traslapado completo de ambos tamafios de particula de

extracto de espinaca extraido con CO; a 1350 PSI
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Barrido espectral traslapado ampliado de ambos tamafios de particula de
extracto de espinaca extraido con CO, a 1350 PSI

Linea negra A entre tamiz 14y 22

Linea roja B entre tamiz 6 y 14
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Barrido espectral traslapado completo de ambos tamafios de particula de

extracto de espinaca extraido con CO; a 1500 PSI
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Barrido espectral traslapado ampliado de ambos tamafios de particula de
extracto de espinaca extraido con CO; a 1500 PSI
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BARRIDO ESPECTRAL COMPARATIVO TOTAL

Barrido espectral traslapado completo de ambos tamafios de particula de

extracto de espinaca extraido con CO; a las tres distintas presiones

Negra: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1200Psi
Azul: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1350Psi
Violeta: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1500Psi
Marrén: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 1200Psi
Verde: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 13500Psi

Roja: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 1500Psi
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Barrido espectral traslapado de ambos tamafos de particula de extracto
de espinaca extraido con CO; a las tres distintas presiones, ampliado de
400 a 800 nm

Negra: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1200Psi
Azul: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1350Psi
Violeta: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1500Psi
Marrén: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 1200Psi
Verde: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 13500Psi

Roja: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 1500Psi

Abs

T T T T 1
400 500 600 700 800
Long. Onda (nm)

79



Barrido espectral traslapado de ambos tamafios de particula de extracto
de espinaca extraido con CO; a las tres distintas presiones, ampliado de
300 a 550 nm

Negra: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1200Psi
Azul: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1350Psi
Violeta: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1500Psi
Marrén: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 1200Psi
Verde: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 13500Psi

Roja: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 1500Psi
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Barrido espectral traslapado de ambos tamafos de particula de extracto
de espinaca extraido con CO; a las tres distintas presiones, ampliado de
600 a 700 nm

Negra: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1200Psi
Azul: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1350Psi
Violeta: Particula entre tamiz 14 y 22 extraido con CO, a 1500Psi
Marrén: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 1200Psi
Verde: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 13500Psi

Roja: Particula entre tamiz 6 y 14 extraido con CO, a 1500Psi

0,00 _/X

T T T T
640 660 680 700
Long. Onda (nm)
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Analisis extractos en hplc

Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 14y 22,
extraido con CO; a 1200 PSI

<Chromatogram>
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Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 14y 22,
extraido con CO; a 1200 PSI

PeakTable
Detector A Chl 360nm
Peals Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.566 20937640 1809033 37.643 33.208
2 1.687 15281799 2018279 27475 37.049
3 1.804 19221283 1613853 34.557 29.625
4 3.225 35331 1433 0.064 0.026
5 5.057 136072 4807 0.245 0.088
6 13.161 1717 161 0.014 0.003
7 14.613 1511 74 0.003 0.001
Total 55621352 447641 100.000 100.000
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Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 6 y 14,
extraido con CO, a 1200 PSI

<Chromatograms=
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Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 6 y 14,
extraido con CO; a 1200 PSI

PeakTable
Detector A Chl 360nm
Peaks Ret. Time Area Height Area % Height %
1 1.439 9935467 240788 33.537 33.077
2 1.575 4542928 794947 15335 31.273
3 1.688 15147116 906202 51.129 35.650
Total 29625512 2541936 100,000 100.000

83




Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 14y 22,

extraido con CO, a 1350 PSI

<Chromatogram>

C-\LabSolutions\Data\Pruebas Lic Robles\Prueba 4.1cd
mV

1 2
10004 \=@
] unllv—é)
T2
I‘II (I
4 |||| Ill
750+ o

1 |
500 | '

250 / ‘

o

Det.A Ch1

/
!
|
|
|
|
|
|
|
4,949

0 1 2 3 4
1 Det A Ch1/360nm

on—|

min

Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 14y 22,

extraido con CO, a 1350 PSI

PeakTable
Detector A Chl 360nm
Peak# Ret. Tume Area Height Area % Height %
1 1.580 11710604 896156 37.068 31.869
2 1.696 8302337 1039555 26.280 36.968
3 1.803 11527863 874563 36.490 31.101
4 4949 51384 1751 0.163 0.062
Total 31592189 2812026 100.000 100.000
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Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 6 y 14,
extraido con CO, a 1350 PSI

<Chromatogram>
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Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 6 y 14,

extraido con CO, a 1350 PSI

PeakTable
Detector A Chl 360nm
Peale Ret. Tume Area Height Area % Height %
1 1.462 7978164 795289 24 958 23.616
2 1.563 5280857 859254 16.520 25.515
3 1.710 7725109 930330 24.167 27.626
4 1.806 10954839 782316 34270 23231
5 4792 27124 434 0.085 0.013
Totall 31966092 3367623 100.000 100.000
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Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 14 y 22,

extraido con CO, a 1500 PSI

<Chromatogram>
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Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 14 y 22,

extraido con CO, a 1500 PSI

PeakTable
Detector A Chl 360nm
Peal# Eet. Time Area Height Area % Height %
1 1.533 23960231 2047636 47131 42 810
2 1.697 11135108 1419475 21903 29677
3 1.793 15656337 1312901 30.797 27 449
4 4 906 85944 3058 0.169 0.064
Total 50837620 4783070 100.000 100.000




Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 6 y 14,

<Chromatogram>

my

extraido con CO, a 1500 PSI
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Cromatograma de extracto de espinaca, particula entre tamiz 6 y 14,

extraido con CO, a 1500 PSI

PeakTable
Detector A Chl 360nm
Peal# Eet. Time Area Height Area % Height %
1 1.455 TG698889 792617 27043 32 406
2 1.555 4951111 836361 17391 34.195
3 1.712 15790454 815940 55466 33.360
4 4 870 28386 947 0.100 0.039
Total 28468839 2445865 100.000 100.000




Barrido espectral teérico de clorofila
A

chlorophyll b

chlorophyll a

Absorbance

: : . —>
400 500 600 700

Wavelength [nm]

Isotermas de un fluido

7 e
i -1-7 \........
p (g T Banaldid p 0. T

Isotermas para un fluido que indican como varia su densidad con la presion.
Vemos que por encima del punto critico existe una sola fase, y que para
densidades altas (lado derecho) la curva se mantiene muy plana, lo que implica

grandes variaciones de densidad para pequefios incrementos de presion.

Fuente: http://www.cienciahoy.org/hoy43/fluid4.htm
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Spinacia Oleracea fresca en campo

Spinacia Oleracea seca y molida

Equipo de extraccidn supercritica
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Equipo de extraccion supercritica — Celda extraccion

Equipo de extraccion supercritica — Tanque CO2 2000psi

Equipo de extraccién supercritica — Valvula paso ingreso
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Equipo de extraccion supercritica — Valvula de descompresion

Equipo de extraccion supercritica — Mandmetros reguladores de presién
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Extractos obtenidos segunda corrida

Extracto recibido en earlenmeyer luego de descompresion del sistema

Extracto recibido en earlenmeyer luego de descompresion del sistema
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Equipo de HPLC

Equipo de Espectrofotometria
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ANEXOS
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Anexo 1. Tabla de requisitos académicos

Extraccion de metabolitos solubles en didxido de carbono en condiciones

supercriticas a partir de espinaca (Spinacia oleracea)

jatura en Ingen eria Cu'mica

Lcen
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Anexo 2. Arbol de problemas

Diagrama de causa — efecto del problema para punto de tesis

Feducidos margenes de

ganancia en industria local y Carencia de

Altos precios en

Extractos carencia de fuentes de tecnologia de
empleo extraccion
Metodos de extraccion de metaholitos a
partir de espinaca lentos v de baja eficiencia
Falta de estudio de Alto porcentaje de Desconocimiento de
métodos alternas exportacion de materiales forma de utilizar equipos
para extraccian primarios y muy pocos de extraccion supercritica

secundarios o terciarios
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