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Glosario

AOCS: American oil chemestry society

Bar: Bares, unidad de presion

CENIPALMA: Centro de investigaciones en Palma de Aceite
Col-S: Esteres de colesterol

Detector FL: Detector de fluorescencia

DMS: Dimetil sulfoxido

DPPH: Radical libre, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil

Ec50: Equivalente de actividad al 50%

EDTA: Acido di etil amino tetra acético

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA) es una enzima de control en la
sintesis de colesterol.

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiencia

Lag: en cinéticas de oxidacion fase de latencia

LDL: Lipoproteinas de baja densidad ("Low Density Lipoproteins")
Log: en cinéticas de oxidacion fase de incremento logaritmico
MeOH: Metanol

Mpa: Mega pascales, unidad de presién

PC: punto critico en el diagrama de fases.

PT: Punto triple en el diagrama de fases

PUFAS(w-3): Acidos grasos poliinsaturados con el ultimo doble enlace en el
carbono w-3.
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SC-CO2: Dioxido de carbono en estado supercritico
SFE: Extraccion con fluidos supercriticos
T3F(aByd) Tocotrienoles

TEA: Tasa de extraccion de aceite

TF(aByd) Tocoferoles

a-TF: Alfa tocoferol
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RESUMEN

Esta investigacion estd enmarcada en el area de lipidos y salud y su
objetivo fue recuperar sustancias de alto valor como tocoferoles y
tocotrienoles mediante extraccion con COz super critico (SFE CO2) a partir
de subproductos de la industria de aceite de Palma. Las Hojas y fibras
residuales de la produccion de aceite de palma son una buena fuente de
vitamina E, ya que contienen mas de 5 % de aceite residual, con 2000 ppm
de vit. E.

Para evaluar la actividad antioxidante se uso un modelo in vitro con sulfato
de cobre (CuSOa4) para oxidar las LDL de donantes voluntarios que se
incubaron con el inductor de la oxidacién y el antioxidante o mezcla en
estudio. Los acidos grasos presentes en la particula LDL se oxidan
formando dienos conjugados, los que se detectan y se cuantifican por
espectrofotometria a 234 nm. Los resultados mostraron que el extracto de la
fibora prensada en concentraciones de 40uM/l fue capaz de limitar la
oxidacion de las LDL elevando el tiempo de latencia un 54% respecto al
tiempo de latencia para las LDL sin tratamiento y un 32% respecto a las
LDL enriquecidas con una concentracion equivalente de Alfa tocoferol de

vitamina E comercial.

En el ensayo in-vitro con el radical libre DPPH (1,1-difenil-2- picril hidrazilo),
los extractos de fibra y foliolos se comportaron como agentes captadores de
radicales libres, con porcentajes de inhibicion variables en funcion de la

concentracion de los compuestos activos.
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1 INTRODUCCION

Con el propésito de conocer el potencial de antioxidantes presentes en los
residuos agroindustriales de palma producida en Colombia, se realizO la
estimacion a nivel regional y nacional del potencial de recuperacion de
Tocoferoles y Tocotrienoles a partir de la fibra extraida de palma y de foliolos,
en las cuatro regiones palmeras tomando como base de seleccion de las
plantaciones a muestrear, su nivel de participacion por produccion del

promedio regional y nacional y el interés manifestado por cada una.

Se analiz6 la distribucidn porcentual de los distintos isémeros de la vitamina
E en las distintas muestras evaluadas y se observo, que mientras el aceite
crudo de palma tiene un 20% de tocoferoles y un 80% de tocotrienoles
(Szulczewska,et al 2004), el aceite rojo proveniente de la fibra tiene una
distribucion de 50:50 con un contenido comparativamente superior de

aTocoferol dentro de los Tocoferoles totales.

La fibra prensada de palma es un subproducto del proceso de extraccion
después del proceso de prensado por tornillo de las frutas durante la
produccion de aceite crudo de palma. La fibra de prensa es normalmente
guemada en las calderas como combustible en la generacién de vapor y
electricidad necesarios por la operacién de extraccion. Sin embargo, y tal
como lo demostré este estudio, es fuente promisoria de vitamina E y otros
compuestos de gran interés nutricional. EIl aceite rojo contenido en la fibra
puede ser recuperado por extraccion con CO, en estado supercritico, con
menor eficiencia en la extraccion, pero con un extracto mas concentrado en

Tocoferoles y tocotrienoles, sin trazas de solventes organicos.

La extraccion con fluido supercritico es una tecnologia nueva de aislamiento

por contacto en equilibrio, la cual se basa en las propiedades fisico-
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guimicas de un fluido supercritico, en este caso CO;, donde basicamente se
manejan las variables de proceso que intervienen en la solubilidad, como son

presion, temperatura, porcentaje del co-solvente y preparacion de la muestra.

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos se escogio la
evaluacion del efecto sobre las lipoproteinas de baja densidad (LDL), que
son los mayores transportadores de colesterol en la sangre y representan el
mayor indicador de riesgo de desarrollar aterosclerosis y problemas
cardiacos. (Stoker y Keaney 2004).

Existe una teoria que sugiere que los depésitos de colesterol, lipidos y
demas constituyentes de la lesion ateromatosa en la intima de los vasos
sanguineos es causada por la LDL oxidada (Steinberg, 1991,
Witson,1994;0bregén 1998). Durante el transito de las LDL en la pared
arterial, se exponen a un variado tipo de de agentes oxidantes y su
estabilidad depende entonces del balance y la eficiencia de los mecanismos
de defensa constituidos por los antioxidantes ligados a la Lipoproteinas.
(Lendon CL et al 1991, Davies MJ et al 1993; WC, JD, et al., 2007)

Més recientemente, la lipoproteina de baja densidad oxidada (LDLox), la cual
esta involucrada directamente en la formacién de la placa de ateroma, ha
sido asociada al proceso de inestabilidad y extension de la aterosclerosis
coronaria. (Meisinger, 2005; Armstrong E, 2006) Sin embargo, existen pocos
datos clinicos que la relacionen con el prondstico tras un sindrome coronario
agudo (Gémez M et al., 2009).

Del extracto natural obtenido, se espera que la mayor actividad antioxidante
sea debida al contenido de vitamina E. (Elaeis guinensis Yaq) (Sundram et
al 1992;Cho et al 1998; Mei Han Ng et al 2004)

15



La vitamina E en estado natural tiene cerca de ocho diferentes formas de
isbmeros, cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles. Todos los isémeros
tienen anillos arométicos con un grupo hidroxilo el cual puede donar un
atomo de hidrogeno para reducir los radicales libres de los materiales que
componen las membranas biologicas hidréfobas de las paredes de las
células. Existen formas alfa (a), beta (8), gamma (y) y delta (8) para ambos
isdbmeros, y se determina por el numero de grupos metilicos en el anillo

cromatico. Cada una de las formas tiene su propia actividad biologica

Muchos estudios han mostrado el efecto de la Vitamina E, en forma de a-
tocoferol, como un inhibidor de la oxidacién de las LDL en el plasma (Jialal et
al, 1991;Stephens et al., 1996; Kushi et al 1996; Schwenke et al., 2002). En
estos estudios las LDL de pacientes tratados con a-tocoferol son oxidadas in
vitro de manera comparativa con LDL de pacientes sin tratamiento,
observando un sensible aumento en el tiempo de latencia en la fase inicial

del proceso oxidativo

En cuanto a los tocotrienoles, que son los isdmeros insaturados de la
vitamina E, cuyas fuentes naturales son mas escasas y que representa
alrededor del 40% de la vitamina E en el aceite de palma, se han identificado
como reductores del colesterol sérico, reducen la actividad de la HMG-CoA
reductasa (Khor et al 1995), suprimen la agregacion plaquetaria in vitro e
inhiben efectivamente en cultivo de células la proliferacién de células de
cancer de pulmon.(Parker et al., 1993; Qureshi et al., 1997). Adicionalmente,
el a-tocotrienol tiene una alta actividad antioxidante en microsomas de
higado, aun mayor que la reportada para a-tocoferol (Serbinova, et al, 1991;
Schwenke et al 2002; Sylvester et al 2003).

Los tocotrienoles también juegan un rol importante en la prevencion del
desbalance metabdlico en los huesos debido al efecto de los radicales
libres.(Maniam,S et al, 2008)
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En este estudio, una vez recuperados los extractos, se investigd su efecto
sobre la susceptibilidad de las LDL a la oxidacion inducida por cobre (ll),

segun la metodologia descrita por Estebahuer et al, en 1986.

También se investigd de manera comparativa el efecto de la vitamina E
comercial y la capacidad antioxidante de los extractos ricos en tocoferoles-
tocotrienoles en sistemas quimicos generadores de radicales libres como el
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil. (DPPH) (Brand-Williams, et al 1995)

17



2 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 La industria de Palma en Colombia

La expansion del cultivo en Colombia ha mantenido un crecimiento
sostenido. A mediados de la década de 1960 existian 18.000 hectéreas en
produccién y en 2007 aparecen registradas alrededor de 225.901 hectéareas
sembradas de palma de aceite en 73 municipios, las cuales generan 898.359
toneladas de aceite de palma y 70.000 de aceite de palmiste; del aceite de
palma producido actualmente se exporta el 25% y el 50% del aceite de
palmiste. El gremio palmicultor ha proyectado en su vision 2020 contar para
este afio, con un area sembrada de 636.000 hectareas correspondientes a
3.5 millones de toneladas de aceite de palma (Fedepalma).

Colombia es el primer productor de palma de aceite en América Latina y el
cuarto en el mundo, con cuatro zonas productivas claramente identificadas:
Norte - Magdalena, Norte del Cesar, Atlantico, Guajira

Central - Santander, Norte de Santander, sur del Cesar, Bolivar

Oriental - Meta, Cundinamarca, Casanare, Caqueta

Occidental - Narifo

Fuente: www.fedepalma.org
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Figura 1 Mapa de las zonas de produccién

Los departamentos que poseen mas area sembrada en palma de aceite son
en su orden: Meta (1), Cesar (2), Santander (3), Magdalena (4), Narifio (5),

Casanare (6), Bolivar (7), Cundinamarca (8) y Norte de Santander (9).

2.2 Proceso productivo del aceite de Palma

Recepcion del fruto:

Los racimos que llegan a las instalaciones de la planta de beneficio son
pesados y segun los criterios de la empresa se establece el tipo de control
para evaluar la calidad del fruto. Los racimos generalmente se descargan en
una plataforma de recibo y mediante un sistema de tolvas se alimentan las
vagonetas. Una vez cargadas, estas se trasladan por medio de rieles a la

zona de esterilizacion.
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Esterilizacion:

Es la segunda etapa del proceso en la cual los racimos sufren un tratamiento
térmico por medio de vapor directo hasta alcanzar una presion y temperatura
dadas en un tiempo establecido segun las caracteristicas de madurez del
fruto. El correcto esterilizado de los racimos es fundamental para las etapas
posteriores del proceso y en gran medida la Tasa de Extraccion de aceite

(TEA) depende de esta etapa.

Objetivos de la esterilizacion son:

* Inactivar la enzima lipasa, responsable de la hidrdlisis del aceite en
acidos grasos y glicerol (Desacelera la acidificacion del fruto).

» Secar el punto de unién de la fruta y el raquis para facilitar la
separacion en el desfrutado.

* Ablandar el mesocarpio para permitir el rompimiento de las celdas
que contienen el aceite, durante la digestion y el prensado.

* Reducir el tamafio de la almendra dentro de la nuez lo que facilita
su desprendimiento de la cascara en el momento del rompimiento.

» Coagular las proteinas y el material mucilaginoso para evitar la

formacion de emulsiones que impiden el clarificado del aceite.
Desfrutamiento:
Es la seccidon en que el fruto, después de cocido, es desprendido del raquis o
tuza mecanicamente mediante desgranadoras rotativas, que golpean

repetidamente el racimo para desprender los frutos y permitir su

procesamiento posterior.
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Digestion:

Los digestores son cilindros compuestos por un eje vertical rotativo con
brazos agitadores en donde la fruta es malaxada 6 macerada y calentada
separandola del mesocarpio y rompiendo las celdas que contienen el aceite,

preparandola para el paso siguiente que es el prensado.

Los digestores estan equipados con un sistema de inyeccién directa de vapor
0 camisas para mantener una temperatura de 90 a 95°C.

Prensado:

El fruto digerido, alimenta por gravedad a un conjunto de prensas que
trabajan entre 90 y 100 bares contra la presion de unos conos ubicados a la
salida, que ejercen la accion de prensado extrayendo el aceite del
mesocarpio. El objetivo de esta etapa es romper, mediante calor y presion
las celdas que contienen el aceite del mesocarpio. La presion aplicada debe
ser tal que se extraiga la mayor cantidad de aceite y se minimice la rotura de

nueces y almendras.

Desfibrado:

Esta compuesto por el sinfin rompedor de torta la cual es un transportador
de paletas que se ha disefiado especialmente para lograr una separacion

efectiva entre las nueces y las fibras que salen de las prensas mezcladas y

comprimidas. El equipo logra esto por medio de sus paletas que actuando a
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gran velocidad como palas sacuden y desparraman la torta de fibras y
nueces procedentes de las prensas en un trayecto largo, separandola y
preparando la fibra para su utilizacion posterior como combustible y las

nueces para ser procesadas en la obtencién de almendra de palmiste.

Clarificacion:

La clarificacion es una etapa de purificacion del aceite crudo extraido de las
prensas, con el fin de eliminar agua, lodo y materia celular. El aceite crudo de
palma que entra a clarificacion, tedricamente debe contener 35% aceite, 5%
lodos ligeros, 35% agua y 25% lodos pesados. El proceso de clarificacion se
lleva a cabo en varias etapas, donde predomina el consumo de vapor como
fuente calorica.

El recorrido del aceite en el proceso de clarificacion mencionando los
equipos es el siguiente:

Desarenador: Es un tanque con conos de drenaje en donde se sedimentan
los volumenes de arena. Antes de llegar el aceite al desarenador, se adiciona
agua a 90-95T para diluir el lodo en el volumen re querido, facilitando su
separacion.

Tamiz: Recibe el aceite proveniente del desarenador, lo pasa por mallas para
retirarle el material celular La mayoria de las plantas cuentan con uno o dos
tamices vibratorios 30 o 40 mesh.

Tanque de aceite bruto.: Se encarga de recolectar el aceite de prensas ya
tamizado, el aceite de recuperacién para bombearlo al separador primario.
Columna Precalentadora : Tiene la funcién de precalentar el crudo entre 90-
95C; esto se logra inyectando vapor directo. La oxidaciéon del aceite
comienza mas o menos a los 110T y por esto la temp eratura ideal es de 90-
95<C.

Separador Primario 6 Clarificador Horizontal Continuo: En este equipo ocurre

la separacion por decantacion del aceite, gracias a la diferencia de

22



densidades que existe en los componentes (aceite < lodos ligeros < agua <
lodos pesados) y a la temperatura que disminuye la viscosidad del aceite
para facilitar su separacion de los lodos. El aceite recuperado contiene algo
de humedad y lodos livianos que es necesario eliminar. Cuando se inicia el
proceso después de una interrupcion, se inyecta vapor por serpentin para
mantener la temperatura adecuada para fluidizar el aceite (90-95C ). Los
lodos pesados pasan al tanque de lodos.

Tanque de lodos: Almacena los lodos separados en la etapa primaria.
Tedricamente los lodos contienen un 10% de aceite, por lo que debe
someterse a un proceso de separacion mecanico que son las centrifugas
deslodadoras. El tanque de lodos tiene dos compartimientos, el inferior se
encarga de almacenar el lodo y por medio de bombas se pasa al ciclon
desarenador para posteriormente pasarlo a las centrifugas

Tanque sedimentador. Se encarga de sedimentar las particulas livianas
contenidas en el aceite resultante del separador primario, y de disminuir el
porcentaje de humedad. El aceite sale del separador primario con 0.4-0.5 %
de humedad.

Secador de Vacio. Baja la humedad del aceite hasta 0.1% para evitar que el
aceite se oxide por la formacion de peroxidos . El vacio es creado por un

sistema de eyectores con la ayuda de vapor de agua.

El aceite clarificado y libre de humedad se almacena en tanques para su

posterior distribucion.
En la figura 5 se puede observar el diagrama de flujo del proceso de

extraccion indicando los subproductos de interés en el desarrollo del

presente estudio.
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Figura 2 Diagrama de flujo del proceso de extraccion
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2.3 Subproductos de la industria de palma de aceite

Los subproductos generados por el proceso de extraccion son de gran
importancia por su composicion, para ser utilizados en su totalidad como bio
abonos y como combustibles principalmente. La porcion equivalente en

porcentajes, sus caracteristicas y valores se presentan en el siguiente

esquema:
Evaparacion Cambustible
g 10% . 7 aE-13%
. Fibras ]
1.G—15% —
Evapaoracion
— %
Almzndra
B 36 %
Mueces Impurezas
Racimo de fruta Fruto — 3127 % T 0a 2%
Fresca — _
B2—72%
100% Zuzsco
— a-T%
Aceitz puro
17 —-25.3%
Aceite crudo —» Evaporacidn
s 43 % 16-18%
Tusas vVacias Afrecho
17.7—26.1 % ¥ 3%

Figura 3 Balance de materiales en el proceso de extraccion

Las hojas y la fibra prensada de la palma de aceite son subproductos de la
plantacion y de las plantas de beneficio y han sido identificadas como
materiales promisorios para la extraccion de vitamina E. Estudios de

laboratorio han confirmado que en las hojas de la palma de aceite se
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encuentra un 0.5% (base seca) de vitamina E casi en su totalidad como a-
tocoferol (isdbmero con mayor actividad) (Sundram, K. et al., 1992).

En estudios preliminares realizados por Cenipalma se ha encontrado en
extractos de frutos inmaduros de palma de aceite concentraciones de
vitamina E en su mayor parte como a-tocoferol superiores a 10.000 ppm. Asi
mismo, en el aceite residual extraido de la fibra se han detectado
concentraciones de vitamina E hasta de 6000 ppm; a diferencia de la
vitamina E encontrada en las hojas, la encontrada en el aceite residual de
fibra esta constituida en aproximadamente un 50% por tocotrienoles y 50%

de tocoferoles.

Conforme a las practicas actuales de cosecha, anualmente una hectarea de
palma adulta puede producir 2400 kilogramos de foliolos en base seca, de
los cuales a su vez pueden extraer cerca de 12 kilogramos de a-tocoferol. 'Y
con una produccion media de fruta de 17.15 ton/ha (Fedepalma, 2004) y un
porcentaje de fibra del 13% a partir de la fibra con un aceite residual del 7%,
se pueden extraer alrededor de 0.13 ton de aceite por ha/afio con una

concentracion aproximada de vitamina E de 6000 ppm. (Urrego et al 2004)

Sundram K. y Gapor, A. 1992, reportan que la extraccion con CO,
supercritico a 313K y 2843 psi de hojas secas de p alma, produce un 90% de

extraccion del tocoferol presente en las hojas.
Birtigh et al (1995) encontro que de la fibra residual del proceso de obtencion
del aceite de palma tratado con CO, supercritico puede extraerse carotenos,

tocoferoles y tocotrienoles.

Si ademas del proceso de extraccion se considera el proceso de refinacion

se obtienen otros subproductos de gran interés desde el punto de vista de
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recuperacion de sustancias con actividad biologica, el proceso de refinacion
fisica genera por destilacion en alto vacio un producto denominado acidos
grasos destilados que arrastran en el proceso una cantidad importante de los
componentes menores de la palma, como carotenos, tocoferoles,

tocotrienoles y fitoesteroles entre otros.(Gapor et al 1.995)

Fibra presada Aceite rojo de fibra obtenido con
CO; Supercritico

27



2.4 Extraccion supercritica.

2.4.1 Fluido Supercritico

Un fluido supercritico es una sustancia que se encuentra en condiciones
de presién y temperatura superiores a su punto critico con propiedades
intermedias entre liquido y gas. En un el diagrama de fases hay un punto de
coexistencia de tres fases, llamado punto triple (PT) (figura 1). El cambio de
fase se asocia a un cambio brusco de entalpia y densidad. Por encima del
punto critico (PC) este cambio no se produce; por tanto, se puede definir este
punto como aquel por encima del cual no se produce licuefaccion al

presurizar, ni gasificacion al calentar (Cengel Y; Boles M, 1996).

Desde el punto de vista de la Extraccion con fluidos supercriticos (SFE) el
fluido se define como un gas pesado con poder de solvencia dependiente de
la densidad. Por este motivo, el poder solvente de un fluido supercritico
(FSC) es altamente dependiente de su temperatura y presion(anexo 2) (Tzia
and Liadakis ,2003).
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En un fluido supercritico no se distinguen el estado liquido ni el gaseoso

debido a que los dos estados desaparecen para formar una sola fase. Esto

le permite tener propiedades tanto de liqguido como de gas; algunas de estas

propiedades se muestran en la tabla 1.

Tabla 1 Valores Aproximados de Densidades, Viscosidades, Coeficientes de Difusion de

Gases, Fluidos Supercriticos y Liquidos.

Fluido Densidad g/cm ° Viscosidad Coeficiente de Difusion
g/cm.s-! cm?/s

Gas 0.6 — 2*10° 1-3*10" 01-1

Fluido Supercritico 0.2-0.9 1-3*10° 0.1 -5*10"

Liquidos 06-1.6 0.2 - 3*10% 0.2 - 3*10°

Fuente : EU Franck. 1984
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2.4.2 Mecanismo de Extraccion

La extraccion con fluido supercritico es una tecnologia de aislamiento por
contacto en equilibrio, que se basa en las propiedades fisico-quimicas del
fluido supercritico, en este caso CO,, en la que se manejan las siguientes
variables de proceso que intervienen en la solubilidad: presion, temperatura,
porcentaje del co-solvente y preparacion de la muestra. Aqui se hace uso
del aumento del poder de solvatacion cuando los fluidos se encuentran por
encima de su presion y su temperatura critica, para fraccionar mezclas de
compuestos 0 separar compuestos organicos de componentes inorganicos
(Brunner. 1994).

El proceso se inicia con la alimentacion; generalmente un solido molido se
carga al extractor y el CO, es alimentado al extractor a través de una bomba
de alta presion (100 a 400 Bar). EI CO, comprimido se calienta en un
intercambiador de calor hasta la temperatura de extraccion (30 a 60 ).
Luego ingresa al extractor y procede a extraer la esencia de la matriz
herbacea cargada. La mezcla CO,-extracto es enviada a un separador (150
a 50 Bar) con un previo paso a través de una valvula de expansion. A la
temperatura y presion reducidas, el extracto precipita espontaneamente en el
separador, mientras el CO,, libre de cualquier extracto, es reciclado al

proceso.

En algunas ocasiones se mezclan otras sustancias o cosolventes con el CO,
de alta presion para aumentar el poder de solvencia o la selectividad de la
separacion para componentes especificos. La separacion se produce
comunmente en etapas, manteniendo condiciones diferentes en dos o tres
separadores para fraccionar el extracto, dependiendo de las solubilidades de
los componentes y las especificaciones deseadas de los productos (Brunner,
2004).
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extracto

COZ2 gas

fraccionamiento

L | 1

P2, d2 P3,d3
Producto 1 Producto 2 Producto 3

coz
Supercritico

Presién : P>P1>P2>P3
Densidad: d=d1>d2>d3

Figura 5 Esquema del proceso de extraccion

La figura 2 muestra un diagrama esquematico del proceso de SFE. Los
cuatro pasos principales involucrados son: Extraccion, Expansion,
Separaciéon y Compresion del solvente. Los cuatro equipos criticos del
proceso son: Un extractor de alta presion, una valvula de expansion, un
separador de baja presion y una bomba para elevar la presion del solvente
reciclado. (Kiran, 2000)

Figura6 EqQuipo de extraccion de laboratorio
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2.4.3 Ventajas de la extraccion con fluidos supercriticos

En los ultimos tiempos la extraccion con fluido supercritico ha alcanzado un
mayor auge por la aplicacion que se ha encontrado en la industria. Entre las
principales aplicaciones se encuentra el descafeinado del té y café,
extraccion de lapulos, aromas, sabores, perfumes y especias, extraccion de
aceites vegetales y grasas de semillas, extraccion de glucosa y celulosa

entre otros (Brunner 2004).

Adicionalmente el diéxido de carbono supercritico (SC-CO,) es abundante,
barato, facil de transportar, esta disponible en altos grados de pureza, no es
inflamable ni téxico, se produce naturalmente y es metabolizado por los
organismos vivos. El SC-CO; es un solvente conveniente para el aislamiento
de substancias deseadas de la matriz natural, porque tiene una temperatura
critica baja, es un solvente limpio, no causa ningun problema residual y es
inodoro e incoloro. Sin embargo las limitaciones existentes se deben a los
altos costos de los equipos: se necesita una infraestructura especial y

segura para el trabajo en las condiciones requeridas (Sotelo y Ovejero, 2003).

El CO, tiene limitaciones en cuanto a la extraccion de compuestos polares,
pero este inconveniente se puede resolver afiadiendo etanol como

modificador de la polaridad, tal como se hizo en este estudio.

La tecnologia de fluidos supercriticos se ha empleado por ejemplo para
extraer tocoferoles de materiales como hojas de olivo, aceite de palma y
salvado de arroz o soya obteniéndose factores de enriguecimiento superiores
a cuatro con respecto a la extraccion con solventes organicos tradicionales
(De Lucas, A, et al., 2002).
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En la Tabla 2, se reportan los resultados obtenidos de la extraccion con

fluidos supercriticos de diferentes matrices vegetales.

Tabla 2, Resultados obtenidos de la extraccion con fluidos supercriticos de diferentes
materiales vegetales.

Material Técnica Condiciones % p/p de tocoferol | Autor
vegetal optimas en las fracciones
obtenidas
Hojas de | SC-CO, 30 Mpa, 343K 11.3 Brunner et al.,
palma 1995
Salvado de | SC-CO, 25 Mpa, 313K 0.6 King et al.,1996
arroz SC-NO, 15.2MPa, 323K | 10.4
Lodos de | Esterificacion | 35.5MPa, 318K | 40.0 Lee et al.,1991
soya - SC-CO,
Germen de | SC-CO,- 25 MPa 95 Sayto and
trigo cromatografi Yamamuchi,
a SC 1990
preparativa
Hojas de olivo | SC-CO, 25 MPa, 313K | 74.5 De Lucas, A et
SC-CO;, 25 MPa, 313K | 97.1 al., 2002

2.5

Caracteristicas quimicas de la Vitamina E

La Vitamina E es un nombre genérico que engloba un grupo de compuestos

solubles en lipidos que tienen poder antioxidante, puesto que previene la

fase de propagacion de las reacciones de formacion de radicales. Analisis

de las estructuras han demostrado que dichas moléculas se dividen en dos

grupos: cuatro tocoferoles (TF) (a, B, 8, y) y cuatro tocotrienoles (T3E) (a,f3,

0, y) que se diferencian entre si debido a que la cadena lateral en C2 del

cromanol en TF es un fitlo mientras que en T3E es un isoprenoide
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insaturado. Esta diferencia les da caracteristicas funcionales especificas y
diferentes tipos de actividad. La diferencia entre los cuatro TF y T3E radica
en el numero y la posicion de grupos metilo del anillo cromanol (a - tiene 3,
y y - tienen 2, mientras que 0 - tiene 1). (Bender,1992). (Figura 7)

l{
HO /)\\ //\\
I '“V“T‘“V"v“-\/“‘Tf‘ Iol ‘A"“\TAV"*]"V“:‘('
™.
/ o~ CH, CH; CHy CH, RS So7 el on, oy cH,
R R

Tocotzroles Tocorrenoles

Figura 7: Estructura quimica del tocoferol y tocotrienol

Mientras que los TF se encuentran principalmente en aceites vegetales
(canola, soya, trigo, girasol), los T3E se han reportado en cereales (avena,

cebada, centeno y arroz) y en aceite de palma.

Aun cuando los TF y T3E comparten algunas funciones tales como la
antioxidante, los T3E han mostrado funciones muy importantes y algunas
veces Unicas. Los T3E han probado ser un antioxidante mas potente que los
TF (40-60x), asi mismo han demostrado tener efecto sobre la aterosclerosis,
niveles plasmaticos de colesterol y otros lipidos sanguineos relacionados con
la enfermedad cardiovascular (ECV). A nivel de terapia contra el cancer, han
demostrado poseer mejor actividad antitumoral que los TF. Asi mismo,

confieren mejor proteccion contra la muerte neuronal, llevando a pensar que
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tienen un gran potencial en el manejo no solo de la enfermedad de Alzheimer,
sino de otras enfermedades neurodegenerativas. (Morris et al 2005)

251 Efectos sobre la Salud

Se han estudiado en detalle los beneficios de la vitamina E en la prevencion
de la ECV vy diversos estudios epidemiolégicos (Stephens 1996) han
mostrado una relacidon inversa entre su ingesta y la ECV, mientras que la
ingesta de otros antioxidantes dietarios como vitamina C y el B-caroteno no
muestran la misma correlacion, lo que sugiere que la vitamina E juega un
papel especifico e importante que va mas alla de la simple funcién
antioxidante. Sin embargo estos estudios no han podido demostrar una
relacion significativa entre niveles plasmaticos de vitamina E (vista como a-
TF) y las muertes por ECV. Ultimamente hay reportes que sugieren que en
algunos casos el tocoferol puede tener efectos deletéreos de la salud (Miller
et al 2005)

La accion del a-T3E en la reduccion del ColS podria deberse a su inhibicién
de la HMG-CoA reductasa. En 1994, Correll et al. encontraron que el farnesol
incrementa la degradacion de la HMG-CoA reductasa, es posible que los

T3E ejerzan su actividad a través de la similaridad farnesol. (Khor et al 1999)

2.6 Mecanismo general de los procesos oxidativos

La oxidacion lipidica es un proceso complejo que implica numerosas
reacciones que dan lugar a una variedad de cambios fisicos y quimicos. La
naturaleza y extension de estos cambios se ven influenciadas por un gran

namero de variables (luz, aire, temperatura, pH, etc.).(Rojano et al 2008)
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Para explicar los resultados experimentales, se ha postulado un mecanismo
simplificado por radicales libres en tres etapas: iniciacion (lag), propagacion

(log) y terminacion.

Puesto que la evolucion de la reaccion RH + O, radicales libres, es dificil
termodinamicamente, la produccion de los primeros radicales necesarios
para iniciar la propagacion de la reaccion se consigue normalmente por
medio de un catalizador. Se ha propuesto que la etapa de iniciacion tiene
lugar por descomposicion de un hidroperéxido mediante un catalizador

metalico o por exposicion a la luz.

Una vez formado un namero suficiente de radicales libres (R:), la reaccién en
cadena se propaga al captar &tomos de hidrégeno en las posiciones a de los
dobles enlaces. En estas posiciones, después de la adicion de oxigeno, se
forman los radicales peroxidos (ROO-), que a su vez captan hidrégeno de los
grupos a- metilénicos RH de otras moléculas para dar hidroperoxidos ROOH
y grupos R- ; estos a su vez reaccionan con el oxigeno repitiendose
nuevamente la secuencia de reaccion descrita. (Ozilgen, S. y Ozilgen, M.
1990)

Los hidroperoxidos, productos primarios de la oxidacion lipidica, son
relativamente inestables, e intervienen en numerosas y complejas reacciones
de ruptura e interaccién con compuestos de distintos pesos moleculares,
capaces de producir aldehidos, cetonas, polimeros y otros compuestos que

se han usado como indicadores de deterioro oxidativo.

De acuerdo a los mecanismos de reaccion, la velocidad de oxidacion de
lipidos global podria ser alta cuando grandes cantidades de radicales libres
se encuentran en la etapa de propagacion. En los estados tempranos, las
reacciones de iniciacion y propagacion son las dominantes, mientras que los

estados posteriores, debido al incremento de la concentracién de radicales
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libres, las reacciones de terminacion comienzan a tener importancia. En los
estados finales, la probabilidad de ocurrencia de las reacciones de iniciacion
y de propagacion es baja debido a la disminucion de la concentracion de los
sustratos (acidos grasos con dobles enlaces). (Ozilgen, S. y Ozilgen, M.
1990)

La autoxidacion de los lipidos ocurre fundamentalmente debido a los &cidos
grasos insaturados a través de una serie de reacciones en cadena de
radicales libres, que tiene las fases de iniciacion, propagacion y terminacion.

En la etapa de iniciacién el radical lipidico, R" se forma a partir del lipido

(RH), usualmente por el ataque de radicales, luz, calor, irradiaciones o por
trazas de metales. El radical lipidico (R ) formado reacciona rapidamente con

oxigeno para dar un radical peroxilo (ROO'), el cual ataca otra molécula de
lipido (RH) y sustrae un atomo de hidrogeno para formar un hidroperéxido
lipidico (ROOH), y un nuevo radical lipidico, que inicia de nuevo la secuencia
de propagacion. De esta manera, muchas moléculas de lipidos pueden ser
oxidadas hasta hidroperoxidos por muchas formas de iniciacion. El ciclo de
propagacion es interrumpido por las reacciones de terminacién, en las cuales
hay consumo de los radicales. Las interacciones bimoleculares de radicales

libres originan productos no-radicales muy estables. (Rodriguez. 2007)

Tabla 3 Determinacion del estado oxidativo

Productos Método analitico

Dienos conjugados Esp. UV A 234 nm

Hidroperdxidos Valor Totox (2 Indice de peroxidos + valor de
anisidina)

Perbxido Titulaciéon Yodo

Acidos grasos C18:3/C16:0 Pérdida de peso bajo condiciones

controladas
Cromatografia de gases

Radical cation ABTS®+ Esp. Vis A 734nm
DPPH Esp. Vis A517nm , t: 30’ ¢/6s
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«OH® Espectrometria de resonancia de
rotacion de espin
H202 Esp. UV A 230nm

2.7 Medicién de la actividad antioxidante

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en la
verificacion de la reaccion de un agente oxidante sobre un extracto oxidable,
la inhibicion de este fendbmeno es proporcional a la actividad antioxidante del

compuesto evaluado (Antolowich et al 2002)

Muchos procedimientos usan una oxidacién acelerada involucrando un
iniciador para manipular una o mas variables en el sistema de prueba; tales
iniciadores incluyen adicion de un metal de transicion como catalizador,
exposicion a la luz para promover oxidacién foto sensibilizada por oxigeno
singlete (Antolowich et al 2002), y fuentes de radicales libres (Li y Cheng
2003)

La oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), encargadas de
transportar colesterol hacia los tejidos, es clave en el desarrollo de la
ateroesclerosis. (Witztum 1993) Por esto, se utiliza la medicion del efecto de
distintos compuestos y mezclas complejas sobre la oxidacion de las LDL

mediante un sistema in vitro que permite evaluar la capacidad antioxidante.

Para ello, se aislan LDL de sangre y se incuban con un inductor de la
oxidacion, como el sulfato de cobre, y el antioxidante o mezcla en estudio.
Los &cidos grasos presentes en la particula LDL comienzan a oxidarse
formandose los dienos conjugados, que son productos intermedios de
oxidacion. Estos se detectan y se cuantifican espectrofotobmetricamente a

234 nm ( Esterbawer H et al 1986). El control se realiza incubando las LDL
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con el inductor de la oxidacion en ausencia del antioxidante. Los resultados
se expresan como porcentaje de inhibicibn de la oxidacion de las LDL
respecto al control, luego de transcurridas 2 horas de la reaccién, o como el
tiempo que demoran las LDL en superar la fase de latencia o tiempo lag,
cuantificando el retardo en el tiempo que produce el antioxidante respecto del

control sin agente antioxidante.

La oxidacion pasa por tres fases consecutivas, la fase de latencia (lag) que
se caracteriza por una degradaciéon minima de los PUFAs y una pérdida de
los antioxidantes; después los PUFAs se oxidan a hydroperoxidos lipidicos
gue solo son productos intermedios (fase de propagacion-log). Estos
productos se descomponen en derivados de aldehidos, acompafados por
grandes cambios en la particula de LDLs (fase de descomposicion). La
duracion de la fase lag muestra una relacion lineal con el contenido de alfa-
tocoferol en las LDLs. (Esterbauer H et al 1992)

Como se sabe, las lipoproteinas de baja densidad estan compuestas por
alrededor de 3000 &cidos grasos (50% poliinsaturado) y una molécula simple
de apolipoproteina B100 (500 kDa). Aparentemente la oxidabilidad de las
LDL con antioxidantes propios representa un parametro muy sensible al
cambio en la composicion de los acidos grasos en la LDL, donde Ila
resistencia global a la oxidacion de LDL es una combinaciéon de la
contribucion individual de diferentes factores como la composicién total de
lipidos, la densidad de la LDL y el contenido de antioxidantes. (Kontush et al
2002)

Giacopini et al 2002 encontré que el alfa-tocoferol es s6lo un contribuyente

menor a la resistencia a la oxidacion de las LDL aisladas bajo condiciones

oxidativas usando de 7.5 a 14 umol Cu2+ por cada pmol LDL.
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2.8 Medicion de la capacidad de atrapar radicales libres

Los radicales libres y otras especies oxidadas se forman metabdlicamente
como intermediarios parcialmente reducidos, son especies moleculares
activadas, dotadas de un electron desapareado y por lo tanto con
propiedades paramagnéticas que les confieren una alta e indiscriminada
reactividad .(Halliwell y Gutedrich 1999)

La evaluacion de actividad antioxidante a través de fuentes generadoras de
radicales libres en el sistema de prueba, asume que la oxidacion es inhibida

por la captura de estos.

El ensayo in-vitro con el radical libre DPPH (1,1-difenil-2- picril hidrazilo), se
considera representativo entre los métodos que emplean modelos radicales
en la evaluacion de la actividad antioxidante debido a su estabilidad. (Brand
Williams et al 1995)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la capacidad protectora de los extractos obtenidos con CO,
supercritico de los residuos de Palma de aceite, frente a la oxidacion

inducida in vitro de la Lipoproteinas de baja densidad.

3.2 Objetivos especificos

Establecer los contenidos medios de tocoferoles y tocotrienoles en
las muestras de fibra prensada y foliolos recolectados en plantas

extractoras de aceite de palma.

Recuperar por extraccion con CO, supercritico sustancias con

actividad antioxidante a partir de los residuos de Palma de aceite.

Determinar la capacidad protectora in vitro de los tocoferoles y
tocotrienoles presentes en los extractos supercriticos sobre la

oxidacioén de la LDL.

Comparar la capacidad antioxidante de los extractos de fibra y
foliolos con la vitamina E comercial en un sistema generador de

radicales libres.
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4 METODOLOGIA
4.1 Reactivos y equipos

Reactivos

CO; pureza 99% Cryogas

Metanol reactivo para HPLC Merck

Etanol (J. T. Baker, grado HPLC

SERA-PAK® Kit para cuantificacion de colesterol Merck.

Reactivo de precipitacion de LDL (0,68g/l de Heparina correspondiente a
1000.000 Ul/l, 64mmol/l de citrato sédico.

Solucién de reaccién para la determinacion de colesterol Ecoline® 25
Solucién patron de colesterol de MERK system solution.

Sulfato de cobre pentahidrtado de Biomedical

1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), SIGMA

a-Tocoferol 99,5% de SIGMA.

Solucién de buffer de fosfatos 0,01M, pH 7,4 y NaCl 0,16 M. (A partir de
Na,HPO, anhidro y NaH,PO4 H,0).

Dimetil sulfoxido DSMO

Equipos :

Estufa Memmert 845 Schwabach
Molino de martillos Raymon N82

Celdas de cuarzo

Espectrofotometro Helios 3 No. UVB 052205
Extractor Soxhlet de alta presion J&W Scientific, Folsom, C.A., USA.
Bafo circulatorio Fisher Scientific, model 901.

Balanza Analitica AG 258 (Mettler Toledo, + 0.0001 g)
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HPLC (Merck-Hitachi, Serie Lachrom), detector de fluorescencia - FL (Merck-
Hitachi, L-7485)

Pipetas de volumen variable 10-1000 pL SHOTT.

4.2 Toma de muestras de material vegetal

La estimacion a nivel regional y nacional del potencial de recuperacién de
tocoferoles y tocotrienoles a partir de la fibra extraida de palma y de foliolos
se llevé a cabo en las cuatro regiones palmeras tomando como base de
seleccion de las plantaciones a muestrear, su nivel de participacion por
produccion del promedio regional y nacional y el interés manifestado por

cada una.

En la Tabla 4 se muestran las plantaciones que participaron, y las muestras
que fueron evaluadas. Una vez enviada la carta de presentacion del
proyecto a diferentes plantaciones del pais, se recibié el compromiso de
participacion de cuatro (4) de ellas, una (1) de la zona central, una (1) de la
zona norte, una (1) de la zona oriental y una (1) de la zona occidental, en
cada una de estas plantaciones se aplicé un protocolo de recoleccién de
muestras con el fin de garantizar su homogeneidad y otorgar asi confiabilidad

a los resultados del proyecto.(anexo 12)

43



Tabla 4 Plantaciones que participaron en el muestreo

Regién Norte Central Oriental
Departamento Cesar Santander Meta
Municipio Copey Puerto wilches Cumaral
Cadigo A C
No. Muestras 18 17

4.3 Extraccidn supercritica

La figura 8 muestra un diagrama esquematico del proceso de EFS. Los

cuatro principales pasos

Separacion y Compresion del solvente. Los cuatro equipos criticos del
proceso son: Un extractor de alta presion, una valvula de reduccion, un

separador de baja presion y una bomba para elevar la presiéon del solvente

reciclado.

involucrados son:

K]

i
o

Figura 8 Diagrama basico del proceso de EFS
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La fibra prensada para los ensayos de extraccion supercritica se obtuvo de
dos plantaciones que en los datos recolectados de la caracterizacion
nacional mostraron menores coeficientes de variacion en su composicion y

mayores contenidos de tocoferoles y tocotrienoles.

Los foliolos usados en este proyecto se recolectaron en las mismas
plantaciones usadas para las extracciones en fibra. El CO, con 99.9% de
pureza se obtuvo de CRYOGAS.

Para evitar el deterioro del material la fibra y los foliolos se empacaron al

vacio hasta su extraccion.

El equipo de extraccion supercritica usado fue el construido en el desarrollo
del proyecto Colciencias 580-2002, con la adicion de una Bomba de alta

presion de hasta 20ml/min.

llustracién 1 Equipo de Extraccion construido en el proyecto Colciencias 580-2002

4.3.1 Procedimiento de extraccion

La fibra prensada de palma (500g) se cargé al recipiente de extraccion de

1.6Lts y el CO, se alimenté bombeandolo a 20 ml/min de manera continua
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durante 3 horas a presiones 1500psi, 3000 psi y 4500 psi con la adicion de
3% de etanol como cosolvente en todos los casos.

Los extractos se recolectaron con intervalos de 30 minutos en la valvula de
expansion de recipiente separador y se reservaron para analisis

cromatografico de su contenido de tocoferoles / tocotrienoles.

4.3.2 Acondicionamiento del material vegetal para la extraccion

La fibra y los foliolos se acondicionaron primero secandolos hasta peso
constante a 60 T en una estufa con aire caliente y moliéndolos en un molino
de martillos con un tamafo de malla de 1,4 mm. Se secaron con el fin de
disminuir la actividad de agua y la molienda se utiliz6 para aumentar la
superficie de contacto del agente separador, CO, supercritico y homogenizar

la muestra.

4.4 Evaluacioén del contenido de vitamina E

El analisis del contenido potencial de vitamina E (Tocoferoles vy
Tocotrienoles) en el material vegetal se bas6 en la metodologia descrita por
Pascal et al., 2004, con modificaciones hechas en el Laboratorio de
Caracterizacion de Aceites de CENIPALMA. Se pesaron 150 mg de arena
blanca previamente lavada y seca. Se tomo el material vegetal y se corté en
trozos pequefos, se homogenizo y se pesd con precision de 0.1 mg una

muestra de 125 + 25 mg.

El material se maceré con la arena hasta pulverizacion. Se adicionaron 2 mL
de cloroformo y se continué la maceracion. El contenido se trasvaso
cuantitativamente a un tubo tapa azul de 13 mL y se realizaron extracciones
con 2 mL hasta completar un volumen de 10 mL. Se agit6 en vortex por 30

segundos para homogenizar la solucion y se centrifugé a 4000 rpm por 2
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minutos. 1 mL de la solucion se filtr6 en membrana de 0.45 mmy 20 pL de la
solucion filtrada se inyectaron al cromatégrafo para su respectivo analisis.
Este se realiz6 por cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC (Merck-
Hitachi, Serie Lachrom), empleando un detector de fluorescencia - FL
(Merck-Hitachi, L-7485) y una columna Merck (Chromolith RP-18e 2um 4.6 x
50 mm). Como fase moévil se usé una mezcla de MeOH: H,O con flujo 1,6
mL/min de acuerdo con la programacién de gradiente que se ilustra en la
tabla 5.

Tabla 5 Condiciones de la fase mavil en el andlisis de tocoferoles y tocotrienoles por HPLC

Tiempo, min Metanol, % Agua, %
0 80 20
8.5 100
15 100
17 80 20

Para la cuantificacion de a-tocoferol se empled el método de estandar
externo. Se utilizé un patron certificado SIGMA, lote 119H0889. La curva de
calibracion se realiz6 con cinco puntos en concentraciones desde 0.5 hasta
10 mg /L y presenté un R? = 0.9997.

Para la cuantificacion de tocotrienoles y la identificacion y cuantificacion de
los isbmeros de la vitamina E se uso un patron secundario Tocomin®
mezcla de tocoferoles y tocotrienoles que es obtenido por destilacién
molecular a partir de aceite de palma, producido y comercializado por
Carotech industries de Malasia, del cual se conoce la composicion en ppm

de isbmeros de la vitamina E.
Para el andlisis del contenido de vitamina E en los extractos obtenidos con

COg, supercritico, se procedio a la preparacion de soluciones de los extractos

en Cloroformo, para su inyeccion en el cromatografo, los parametros de
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elusion, arreglo de solventes y condiciones de deteccion son los mismos que

los que se emplearon para la cuantificacion en el material vegetal.

4.5 Analisis de la capacidad protectora in vitro de los tocoferoles
y tocotrienoles presentes en los extractos sobre la oxidacion
delaLDL.
Para medir el efecto de los extractos sobre la oxidacion de las LDL se
empleo un sistema in vitro propuesto por Estebahuer en 1986, con algunas
modificaciones encaminadas a obviar el paso correspondiente a la dialisis de
la muestras. Para ello, se aislan LDL de sangre y se incuban con un inductor

de la oxidacién, sulfato de cobre Cu*?, y el antioxidante o mezcla en estudio.

Los acidos grasos presentes en la particula LDL comienzan a oxidarse
formandose los dienos conjugados, que son productos intermedios de
oxidacion. Estos se detectan y se cuantifican en un espectrofotometro a
234nm. El control se realiza incubando las LDL con el inductor de la
oxidacion en ausencia del antioxidante. Los resultados se expresan como
tiempo de latencia (lag) y tasa de cambio como A Absorbancia /mn respecto

al control.

45.1 Toma de muestra

Este estudio fue realizado en una poblacidon masculina sana, entre 25-45
aflos (n=10) de donantes voluntarios, no fumadores y sin tratamiento previo

de antioxidante. Dichos individuos fueron escogidos al azar.

Para la evaluacion del potencial de oxidacidon, a los pacientes se les
extrajeron 10 ml de sangre periférica en ayunas de 14 horas, (en tubos
vacutainer sin EDTA) y fueron centrifugados a 3.000g por 20 min. Se
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determinaron valores basales en suero de colesterol, triacilglicéridos, HDL-
Colesterol (SERA-PAK®), y LDL-Colesterol utilizando la férmula de Friedwald:

LDL-Colesterol = Colesterol total — (triglicéridos / 5) — HDL-Colesterol.

4.5.2 Obtencién de las fracciones de lipoproteinas LDL

Las diferentes fracciones de lipoproteinas del suero fueron obtenidas por
precipitacion diferencial con reactivo ECOLINE® 100.000 U/L de Heparina.

Se tomaron 4 ml de suero y se le agregd un volumen igual (1:1) de reactivo
de precipitacion, centrifugandose a 26.000g por 30 min a temperatura
ambiente. Se tomd el precipitado del tubo y se resolubilizé en buffer fosfato
de pH 6.4 para la posterior determinacion de la concentracion de proteina.

4.5.3 Oxidacion in vitro de la fraccion lipoproteinas de baja
densidad (LDL)
Las fracciones de LDL fueron oxidadas in vitro por el método propuesto por
Estebahuer et al, en 1986. La oxidacién de las LDL se activo por la adicién
de Cu*? en solucién de concentracién 20puM/l en ausencia o presencia del
extracto antioxidante a evaluar, el cual se preparé en dimetil sulfoxido (DMS)
a una concentracion equivalente, en todos los casos a 40 uM /L de o-

Tocoferol.

La oxidacion de las LDL se monitored de manera continua por lecturas de la
absorbancia a 234 nm directamente sobre el carrusel del espectrofotbmetro
Spectronic Helios B. UV-Vis de haz sencillo, con 7 cubetas programables,

mantenido a 37<C con bafio seroldgico.
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4.5.4 Expresion de los resultados

Los resultados se expresan de forma grafica como la tasa de variacion de la
absorbancia contra el tiempo, y en la interseccion de las dos pendientes de la
grafica en las fases de latencia (lag) y fase logaritmica (log) se determina el
tiempo total de latencia. En la ilustracion 2 se muestran curvas tipicas de
evolucion de la absorbancia como una media del incremento de los dienos

conjugados en las tres fases descritas en la cinética de oxidacion.

0,6
0,5
0.4

0.2

0 100 200 300 400
TIEMPO (minutos)

DIENOS CONJUGADOS (Absorbancia a 234 nm)

llustracién 2 Evolucion de la Absorbancia con el 8mpo

En el anexo 6 se ilustran los calculos para el tiempo de latencias con base en

las ecuaciones de la curva en la zona de induccion (lag) y propagacién (log)

4.6 Actividad antioxidante frente a generadores de radicales
libres

La actividad antioxidante fue evaluada mediante un ensayo
espectrofotométrico a partir del método planteado por Brand-Williams en
1995. Para cada uno de los extractos se prepararon soluciones
concentradas a partir de las cuales se lograron las diluciones adecuadas

para ser mezcladas en proporcion 1:2 (v/v) con la solucion metandlica de
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DPPH (5,07x10-5M). La concentracion de la solucion de DPPH fue ajustada

en el rango (3,8 x 107 - 6,3 x 10~ M), de acuerdo con la ecuacion:

A A 550 = 20,36 [DPPH] + 0,02338

La lectura de absorbancia a 550 nm fue tomada exactamente veinticinco
minutos después de iniciada la reaccion y la decoloracién fue comparada con
una solucién que contenia la misma proporcién (1:2) de metanol y DPPH.
El porcentaje de decoloracién del DPPH fue calculado de acuerdo con la
siguiente expresion:
%Decoloracion = 1 -( Am — Abm) x 1000
(AbDPPH)

Donde Am: Absorbancia de la muestra, Abm: Absorbancia del blanco de la
muestra y AbDPPH: Absorbancia del blanco del DPPH.

Se prepar6 una solucion patron de 2000 ppm del radical libre 1,1-difenil-2-
picril-hidrazilo (DPPH) en metanol grado analitico, la cual se almaceno a 0° C,
en recipiente ambar recubierto con papel aluminio para mayor proteccion
contra luz. Para efectos de esta evaluacidn se preparé una solucion de
trabajo de DPPH diariamente, a partir de la solucion patron, almacenada en
recipiente ambar recubierto con papel aluminio y conservada en bafio de
hielo.

Se realiz6 seguimiento de la inhibicién de soluciones entre 10 y 40 ppm de
los extractos de fibra y entre 150 y 750 ppm para los extractos de foliolos,
con la solucion de trabajo del radical libre DPPH, a través de la lectura
espectrofotométrica en el rango visible a 550nm; para cada extracto se
grafico el porcentaje de decrecimiento de la absorbancia en el medio de
reaccion contra la concentracion del extracto con el fin de determinar la
correlacion y la ecuacion de la curva usando la herramienta Excel, con la
cual se calcula la inhibicién del 50% como una forma de expresion de los

resultados( ECsp).
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4.7 Manejo estadistico de los resultados

Para todos los ensayos se utilizo el programa estadistico statgraphics plus
5.1; el analisis de ANOVA se corrio previa verificacion de la normalidad e

independencia.

En el caso de los analisis del efecto antioxidante sobre las LDLs como se
reconoce ampliamente en la literatura, la susceptibilidad individual de las LDL
de cada uno de los donantes hace que en la evaluacién realizada el
comportamiento de los datos no se ajuste a una distribucion normal de
gauss. Por lo tanto para evaluar el efecto de los tratamientos se acudio a
pruebas estadisticas que no se basan en ninguna suposicion en cuanto a la
distribucion de probabilidad a partir de la que fueron obtenidos los datos. Por

lo tanto se aplicaron pruebas no paramétricas.

En estos casos se emplea como parametro de centralizacion la mediana, que
es aquel punto para el que el valor de X esté el 50% de las veces por debajo

y el 50% por encima.

La prueba de Friedman es el equivalente a la prueba ANOVA para dos
factores en la version no paramétrica. El método consiste en ordenar los
datos por filas o bloques, reemplazandolos por su respectivo orden. En esta
prueba se consideran k muestras relacionadas que corresponden a k
tratamientos referentes a los mismos bloques, con el fin de demostrar una

diferencia entre los tratamientos.
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5 RESULTADOS

5.1 Contenido de Vitamina E en el aceite rojo de la  Fibra

Con el propdsito de conocer el potencial de recuperacion de un extracto con
actividad antioxidante a partir del aceite rojo residual en el bagazo (fibra) de
palma, se recolectaron muestras de las cuatro regiones productoras y se
determinaron los porcentajes de aceite residual por el método AOCS Aa 4-
38, y contenido de tocoferoles y tocotrienoles totales por HPLC en el

laboratorio de analisis de aceites de Cenipalma segun el método descrito.

Los resultados obtenidos se evaluaron mediante un andlisis de varianza de
un solo factor donde se encontr6 que existen diferencias significativas en
contenidos promedios de aceite rojo residual y contenido de tocoferoles y
tocotrienoles, entre las diferentes plantaciones evaluadas por lo que se
descarté la posibilidad de obtener un valor representativo del contenido

promedio a nivel nacional.

Los resultados a nivel individual de las plantaciones agrupadas por region de
los contenidos de aceite, tocoferoles y tocotrienoles fueron sometidos a
evaluaciones estadisticas exploratorias cuyo resumen se muestra en la Tabla
6, donde se destaca una variacion en los valores medios de porcentaje de

aceite y variaciones en el contenido de tocoferoles y tocotrienoles.
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Tal como se observa en la tabla 6, las muestras recolectadas presentan una
gran dispersion en los resultados, indicando que la fibra es un material muy
heterogéneo y que debido a la variedad de material genético que llega en un
momento dado a la plataforma de fruta en una planta de proceso, unido a los
distintos grados de madurez y condiciones de procesamiento, los contenidos
promedios de tocoferoles y tocotrienoles varian en un amplio rango. De
manera preliminar se puede indicar que las muestras recolectadas en la zona
central muestran un mayor contenido promedio en lo referente a Vitamina E

total 0 a la suma de los isdmeros. (Sundram and Gapor 1.992).

Con base en esta informacion se escogio la zona central como fuente del
material vegetal usado en la extraccidn supercritica y en la evaluacion de la
actividad antioxidante de los extractos. Los datos crudos del muestreo y la

estadistica correspondiente se encuentran en el anexo 1.

Tabla 6. Contenido de aceite rojo y tocoferoles y tocotienoles en fibra de palma

Origen Aceite B+y a- o- B+y a- o- V. E
* residual | Tocoferol | Tocoferol | Tocoferol | Tocotrienol | Tocotienol | Tocotrienol Total

Zona Norte 7.3% 120 268 203 127 52 778

Zona 6.5% 282 446 197 450 125 1510

Central

Zona 7.1% 242 242 n.d 270 255 64 1073

Oriental

Zona 8.0% 122 528 n.d. 113 450 129 1342

Occidental

* Los valores corresponden al promedio de 16 muestras por region
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Tabla 7. ANOVA para Tocoferoles totales segin Regidn de origen

Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de Gl Cuadrado Cociente -F P-Valor
cuad. Medio

Entre grupos | 1,14971E6 3 383235,0 114476 0,0000

Intra grupos | 20086,4 60 334,774

Total (Corr.) 1,16979E6 63

Puesto que el
estadisticamente significativa entre las

un nivel de confianza del 95,0%.

p-valor del test F

Tabla 8. ANOVA para Tocotrienoles totales segin Region de origen

es inferior a 0,05, hay diferencia

medias de las 4 regiones evaluadas a

Fuente Sumas de Gl Cuadrado Cociente -F P-Valor
cuad. Medio

Entre grupos | 1,34211E6 3 447371,0 4366,11 0,0000

Intra grupos | 6147,88 61 102,465

Total (Corr.) 1,34826E6 63

Puesto que el

estadisticamente significativa entre las

p-valor del test F

es inferior a 0,05, hay diferencia

medias de las 4 regiones evaluadas a

un nivel de confianza del 95,0%.

5.2 Distribucion de los isébmeros de vitamina E en | 0s extractos

vegetales

Para ilustrar la composicion de tocoferoles y tocotrienoles, en la figura 9
puede observarse un cromatograma donde se registran 6 picos que
corresponden a los ocho isébmeros de la vitamina E, ya que los isdmeros B+y

tocoferol y tocotrienol no se separan por el método usado.
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Perfil vitamina E en extractos SFE de fibras
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Figura 9. Cromatograma obtenido en la determinacién de vitamina E en aceite rojo extraido
de fibra residual. HPLC/FL, Chromolith RP-18e 2um 4.6 x 50 mm.

Cuando se analiza la distribucién porcentual de los isémeros de la vitamina E
en las distintas muestras evaluadas se observa que mientras el aceite rojo de
palma tiene un 20% de tocoferoles y un 80% de tocotrienoles
(Szulczewska,et al 2004), el aceite proveniente de la fibra tiene una
distribucion de 50:50 con un contenido comparativamente superior de

tocoferoles totales, particularmente a- tocoferol.
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Tabla 9. Distribucién porcentual de los isomeros

Isbmeros Zona Norte Zona Central Zona Zona Aceite de Aceite de Palma
Oriental Occidental Palma Nacional
(Szulczews (Corredor et al
ka et al 2003)
2004)
ppm % ppm % ppm % ppm % ppm % ppm %
B+y-Tocoferol 120 15 282 21 242 23 122 9 8 1 11 1
a-Tocoferol 268 34 446 34 242 23 528 39 169 15 237 17
O-Tocoferol 7 1 9 1 nd 0 nd 0 3 0,2 17 1
;‘igg:m'es 396 | 51 | 738 | 56 | 483 | 45| 650 48 | 180 | 16 267 19
B+y-Tocotrienol 203 26 197 15 270 25 113 8 636 56 848 60
a-Tocotrienol 127 16 450 20 255 24 450 34 232 20 240 17
d-Tocotrienol 52 7 125 9 64 6 129 10 88 8 62 4
Tocotrienoles 382 | 49 | 772 | 44| 590 | 55| 692 52 | 956 | 84 1150 81
totales
Vitamina E
Total 778 1510 1073 1342 1136 1417
Distribucion de isomeros por region
1,600
1,400 — | | O Norte
1,200 L
<~ 1,000 || |m Central
g - .
? 800 H |OOrental
&0 ( | |0 Occidertal
400 H
200 - :Ij I H
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Grafica 1.Distribucion por isémeros en cada una de las regiones evaluadas

Estos datos difieren de los reportados en 2008 por Lik Nang et al del analisis

de fibra proveniente de Malasia donde la proporcion de estos contenidos es

de 60:40.

57



El fendbmeno de enriquecimiento del aceite rojo residual proveniente de la
fibra especialmente en alfa tocoferol con relacion al aceite crudo obtenido en
la primera presion, ha sido reportado por otros autores como Lau et al en
2006. Esto puede deberse a la asociacion de la vitamina E en la membranas
de las células mas internas del mesocarpio, las que no estan disponibles

para ser extraidas por los procesos mecanicos en las prensas de tornillo.

5.3 Contenido de vitamina E en el extracto de folio  los

Con el propésito de determinar el potencial de recuperacion de vitamina E a
partir de los foliolos de palma se exploraron las porciones de la hoja en sus
secciones apical, media y basal y de igual forma si la edad de la hoja tenia
un efecto sobre los contenidos.

En la determinacion de vitamina E en foliolos de palma de aceite se
esperaba encontrar varios o todos los isémeros (a,B,y,5-tocotrienoles y
a,B,d,y-tocoferoles). Sin embargo, solo se detectdé el isbmero a-tocoferol
(Figura 10). En la metodologia se estudio la posible variacién del contenido
de vitamina E en muestras secas y se determino la reproducibilidad de la
metodologia usando como parametro la desviacion estandar y la desviacion

estandar relativa entre las mediciones.

58



500 1§

400-]

300

200—

Intensity (nv)
7.32, o-Tocof erol

100

AR RN ARARE AR [T e ARRAEAN [
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Retention Time (mn)

Figura 10.Cromatograma obtenido en la determinacion de vitamina E en foliolos. HPLC/FL,
Chromolith RP-18e 2um 4.6 x 50 mm.

Con la metodologia establecida, se procedié a evaluar la repetitividad en el
procedimiento para determinar vitamina E. Para ello se realizaron
determinaciones (n = 5) usando el mismo foliolo, que en este caso fue del
medio de la hoja 7. Las determinaciones mostraron los siguientes valores de
de vitamina E 159, 174, 150, 152 y 165 mg /kg en el foliolo. El promedio de
las mediciones mas o menos la desviacion estandar (SD) fue de 160 + 10.
Estos valores estan de acuerdo con las determinaciones de a-tocoferol

realizadas por Pascal et al., 2004.
Los andlisis de varianza evidenciaron que existen diferencias altamente

significativas para los contenidos de vitamina E entre las zonas de la hoja

(apical, medio y basal), asi como entre las diferentes hojas (1, 3, 7y 9).
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Tabla 10. Contenido de vitamina E como a-tocoferol para las diferentes hojas y zonas. Los

resultados son el promedio £ SD, n = 3 son los diferentes foliolos en la zona de muestreo.

Hoja Zona a,-tocoferol , mg / kg foliolo
fresco
1 Apical 22+49
1 Media 14+5.3
1 Basal 20+1.2
3 Apical 74+14.3
3 Media 62+1.9
3 Basal 54 +35
7 Apical 181+21.7
7 Media 140+12.2
7 Basal 93+12.3
9 Apical 266 £44.2
9 Media 110 +50.7
9 Basal 59+6.7

Tabla 11. Resultados del analisis estadistico realizado a los resultados de analisis de
vitamina E en foliolos.

Fuente Grados de libertad F P
Foliolo 2

Zona 2 48.6 0.00
Hoja 3 83.9 0.00
Zona x hoja 6 16.0 0.00
Total 34

Media general 91.7

CV, % 21.38

Igualmente, se evidencian diferencias significativas para la interaccion, o
gue indica una dependencia entre las zonas de muestreo y las hojas
muestreadas, es decir, no son independientes los contenidos de vitamina E

en las diferentes hojas ni en las partes de ellas donde se realiz6 el muestreo.
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Tabla 12 Vitamina E por zona de la hoja

ZONA DE LAHOJA Media
Apical 136.87
Media 81.75
Basal 56.58

Para las zonas de muestreo en la hoja existieron diferencias significativas,
encontrando el mayor contenido en la zona apical y el menor contenido en la

parte basal.

Tabla 13. Contenido de a,-Tocoferol por numero de hoja

HOJA mg/Kg de foliolos secos
9 146.27
7 138.22
3 63.56
1 18.89

Con base en los resultados se escogieron las hojas 9 para muestreo del
material necesario para la extraccion supercritica, por tener el mayor
contenido de a,-tocoferol. La toma de muestra se describe en el anexo 12.
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5.4 Resultados de extraccion supercritica

5.4.1 Recuperacion de aceite rojo a partir de fibra seca

Con base en los resultados reportados por otros autores como Brunner et al
1995; Choo et al 1996; Lau et al 2006, se escogieron las condiciones de
proceso descritas en la metodologia, la técnica de extraccion usada en este
estudio es un proceso isotérmico a 40°C, con la adiciébn de 3% de Etanol,
donde se vario la presion del CO, en un rango entre 1500 y 4500 psi, lo que
trae como consecuencia un cambio en propiedades como la densidad
(anexo2) del CO, , el volumen especifico y por lo tanto la relacién de masa
entre el solvente y el soluto afectando el fendbmeno de transferencia de masa
en la extraccion.

En esta direccion, Lik Nang en 2008 reporta un incremento de la solubilidad
del aceite de palma en el COzque pasa de 0.5 mg de aceite/gr. de CO2 a 10
Mpa (aproximadamente 1500 psi) a 2.5 mg de aceite/gr. de CO2 a 40 Mpa

(aproximadamente 4500 psi).

En la tabla 14 se aprecian los resultados de extraccion de aceite rojo a partir
de la fibra seca en las diferentes condiciones de presion, comparando los
resultados con el método tradicional de extraccion con hexano para el mismo
material. En el anexo 3 se encuentran los datos crudos de las extracciones y
la estadistica correspondiente.
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Tabla 14 Porcentaje de extracto recuperado sobre muestra seca

Presién de | Temperatura | Peso de | Peso de | % de | % de aceite | % de
extraccion de fibora seca | extracto Extracto por método | recuperacion
en psi extraccion en gr. recuperado Soxlhet con
°C en gr. hexano
1500 40 502.5 4.47 0.89% 8.9 10%
3000 40 500.8 7.93 1.58% 8.8 18%
4500 40 501.2 21.55 4.3% 8.6 50%

Cuando se comparan los rendimientos de extraccion por el método soxlhet

con hexano y la extraccion supercritica a 4500 psi se encuentra que existe

una diferencia estadisticamente significativa entre los

extraccion en un nivel de confianza del 95%.

Tabla 15 ANOVA para la recuperacion segun tipo de extraccion

dos métodos de

Origen de las Suma de Grados de | Promedio de los -
. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 116,6 1 116,6 | 1266,25 0,0000
2,02583 22 0,0920833
Dentro de los grupos
Total 118,626 23

Tabla 16 Contraste Mdltiple de Rango para recuperacion segun tipo de extraccion

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupos homogéneos
2-Supercritica 12 4,30833 X

1- Soxhlet 12 8,71667 X

Contraste Diferencias +/- Limites
1-2 *4,40833 0,25692

* indica una diferencia significativa.
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5.4.2 Concentracion de vitamina E en el aceite rojo extraido de la
fibra

La presencia de un 3% de etanol modifica la polaridad del CO, permitiendo la
salida a baja presion de los Tocoferoles- Tocotrienoles pues resultan mas
solubles que los triglicéridos en el CO, a las condiciones descritas, tal como lo
confirman otros estudios que describen el fraccionamiento de aceites por CO,
supercritico, valiéndose de estas diferencias de solubilidad (Mendes et al.,
2002 ; Mendes et al., 2005 y Lik Nang 2008).

En este estudio, como en otros consultados, se da un efecto de dilucién pues
el porcentaje de recuperacion de aceite rojo se correlaciona de manera
inversa a la concentracion de vitamina E en los extractos, tal como se observa
en la tabla 17 donde la concentracion de tocoferoles y tocotrienoles en el
extracto obtenido a 1500 psi es aproximadamente 2.5 veces la concentracion

en el extracto obtenido a 4500 psi.

Los datos crudos de extraccion y la estadistica correspondiente se encuentran

en el anexo 4.

Tabla 17 Concentracion de vitamina E en el aceite rojo obtenido con CO2 supercritico a

partir de fibra.

Presion de | Gramos de | Gramos de | % de | mg de | mg de
extraccion fibora en el | extracto Extracto TyT3/kg de | TyT3/kg de
en psi extractor recuperado | recuperado | extracto extracto en
n=12 con CO2 supercritico | cloroformo
1500 500 4,5 0.89% 2630 1785
3000 500 7,9 1.58% 1393 1785
4500 500 215 4.3% 1092 1785
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La mayor solubilidad de los tocoferoles y tocotrienoles en el CO2 a mas baja

presion potencialmente permitiria la obtencion de extractos enriquecidos.

Cuando se evallan los resultados de extraccion de  tocoferoles vy
tocotrienoles en cada una de las presiones de trabajo se encuentra que
existen diferencias significativas en el porcentaje de recuperacion bajo cada
condicion de estudio en un nivel de confianza de 95%, estos datos se
evidencian en la tabla 18.

Tabla 18 Resumen Estadistico para Tocoferoles y tocotrienoles totales recuperados por
CO2 supercritico a partir de fibra seca.

PRESION Frecuencia Media Varianza Desviacion tipica
1500 12 2630,17 7683,61 87,6562
3000 12 1392,5 2308,09 48,0426
4500 12 1091,58 1708,63 41,3356
Total 36 1704,75 459632,0 677,962

Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 1,59584E7 2 7,97922E6 2045,90 0,0000
Intra grupos 128704,0 33 3900,11

Total (Corr.) 1,60871E7 35

5.4.3 Concentracion de vitamina E en los extractos de foliolos

Los foliolos por su parte presentan un mal comportamiento frente a la
extraccion supercritica, reportando extractos de muy baja concentracion
comparada con la obtenida por agotamiento con cloroformo, debido
posiblemente a un fendbmeno de compatibilidad de los otros componentes
gue co-eluyen con el tocoferol a las condiciones de extraccion supercritica

empleada en este estudio.
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Tabla 19 Datos de extraccion de foliolos

Presion de | Temperatura | % de | % de |mg de a|mg de a
extraccion de Extracto Extracto tocoferol/kg | tocoferol/kg
en psi extraccion recuperado | recuperado | de de extracto
°C con con CO2 extracto en
Cloroformo supercritico | cloroformo
1500 40 15 0.34 132 260
3000 40 15 0.46 88 260
4500 40 15 0.48 90 260

Como se ve en la tabla 19 la concentracion de tocoferoles en el extracto
disminuye al aumentar la presion por el fendmeno de coelucion descrito,

resultados parecidos fueron obtenidos por Birtigh et al en 1995.

Cuando se comparan los datos de recuperacion de extracto por soxhlet y
extraccion supercritica se encuentra que existen diferencias significativas con

un nivel de confianza de 95%.

Tabla 20 Resumen Estadistico para recuperacion de extractos

TIPO DE EXTRACCION Frecuencia Media Varianza Desviacion tipica
1 12 1,53333 0,0206061 0,143548

2 12 0,491667 0,00628788 0,0792961
Total 24 1,0125 0,295924 0,543989

Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadrado Medio Cociente-F P-Valor
Entre grupos 6,51042 1 6,51042 484,15 0,0000
Intra grupos 0,295833 22 0,013447

Total (Corr.) 6,80625 23
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5.5 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE SOBRE LDL

5.5.1 Caracterizacion de las muestras de sangre

Una vez obtenidas las muestras de sangre de los donantes segun los
protocolos de laboratorio de bioquimica clinica de la Universidad Javeriana,

se procedio a la determinacion de las variables bioquimicas de interés.

En la tabla 21, se muestran los valores promedios del colesterol total y de las
fracciones de alta y baja densidad. Con estos datos se ajustd la
concentracion de LDL en la solucién de estudio de la oxidacion para la
muestra de cada donante a un valor equivalente a 0,12 mg de colesterol/ml

por resolubilizacion de las LDL en buffer fosfato.

Tabla 21 Determinacién de la quimica sanguinea

Donantes Colesterol Triacilglicéridos HDL LDL
masculinos (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(n=10) 167+ 21 136 + 28 46 +9 96 + 22

Los resultados estan expresados como la media y la desviacién estandar.

Como evaluacién complementaria de las caracteristicas de las soluciones de
LDL objeto del estudio de cinética de oxidacion, se determind por el método
Lowry con un patrén de albumina bovina la concentracion de proteina. En la

tabla 22 se muestran estos resultados.
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Tabla 22 Determinacion del contenido de proteina en las LDL aisladas

Donantes masculinos Proteina
(mg/dL)
(n=10) 54+ 14

Los resultados estan expresados como la media y la desviacion estandar.

5.5.2 Determinacion del tiempo de latencia

La cinética de oxidaciébn muestra tres fases consecutivas, una fase lag o fase
de latencia durante la cual la absorcion del dieno aumenta lentamente, una
fase de propagacion con un rapido incremento de la absorcion del dieno y
finalmente una fase de descomposicion. La duracion de la fase lag esta
determinada por los antioxidantes endogenos contenidos en la LDLs (Vit E,

Carotenoides, Retinilestearato). (Kontush et al 2002)

Una vez recogidos los valores de absorbancia a 234 nm de las muestras de
LDL en buffer fosfato con y sin la adicion de los extractos antioxidantes en
presencia del agente inductor, se procedié a graficar estos resultados
obteniendo mediante la herramienta Excel las rectas de ajuste en las dos
fases principales, la de latencia lag y la de propagacion. Estos calculos se

ilustran en el anexo 6.

5.5.3 Tiempo de latencia de las LDL frente a los tratamientos

En la tabla 23 se observan los valores promedio del tiempo de latencia
determinado como la interseccion de la pendiente de la porcidon de la curva
de la fase de latencia y la pendiente de la porcion de la curva
correspondiente a la propagacion, expresado en minutos para el total de los

donantes cuyas determinaciones se realizaron por triplicado, frente a cada
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uno de

los extractos evaluados.

correspondiente se encuentran en el anexo 7.

Los datos crudos y la estadistica

Tabla 23 Fase de latencia para las LDL puras y con extractos de fibra y de foliolos.

Donantes masculinos t lag en min. t lag en min. LDL/ Tiempo lag en Tiempo lag en
LDL nativa extracto min. LDL/ min LDL / Vit.E.
de fibra(40 pM/L extracto comercial
de a-TF) de (40uM/L de a-TF)
foliolos(40 pM/L
de a-TF)
(n = 30) 83,8+6,6 | 131,5+26,7 92,7+8,8 98,8 + 14,3

Como referencia se tomaron los datos de tiempo de latencia para muestras
incubadas con vitamina E (acetato de a-Tocoferol) obtenida de BASF.(anexo
9)

Como se reconoce ampliamente en la literatura, la susceptibilidad individual
de las LDL de cada uno de los donantes hace que en la evaluacién realizada
el comportamiento de los datos no se ajuste a una distribucion normal de
gauss. Por lo tanto, para evaluar el efecto de los tratamientos se acudié a
pruebas estadisticas que no se basan en ninguna suposicién en cuanto a la
distribucion de probabilidad a partir de la que fueron obtenidos los datos; por
lo tanto, se aplicaron pruebas no paramétricas.

Para este efecto se definieron los tratamientos asi:

Tratamientos:

T1: LDL Nativa

T2: LDL+EXxtracto fibra
T3: LDL+EXxtracto foliolos

T4: LDL+vita E comercial
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Grafica 2 Distribucion de los resultados de tierdpdatencia en cada tratamiento

Las semejanzas Yy diferencias se ven en la tabla 24. Como los datos tienen
un pareamiento, que es importante, se comparan los tratamientos utilizando
la prueba no paramétrica de Friedman. El valor P = 0.000 permite afirmar

gue los tiempos de latencia son diferentes al comparar los tratamientos.

Tabla 24 Descripcion de los tiempos de latencia en cada uno de los tratamientos

Tratamiento n media | Desviacion | minimo | maximo Percentiles
estandar
25 50 75
T1 10 83.2 6,6 80.27 88.20 80.93 82.2 86.49
T2 10 131,5 26,7 114.47 142.93 119.9 | 131.6 | 137.43
T3 10 92,7 8,8 86.30 99.64 86.84 91.9 96.15
T4 10 98,8 14,3 90.40 104.10 91.33 | 97.25 93.16

Se aplica la prueba de pareamiento de Wilcoxon para cada una de las seis
comparaciones entre los tratamientos. En cada uno de los casos se puede
aceptar la existencia de diferencias (significativas) entre los tiempos de

latencia. La caracterizacidn numérica se muestra en la tabla 25.
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Tabla 25 Caracterizacion numérica de las diferencias

Contraste Mdltiple de Rangos para TIEMPO LAG segin TRATAMIENTO

Método: 95,0 porcentaje LSD

TRATAMIENTO Recuento Media LS

Sigma LS  Grupos Homogéneos

1 30 83,7843 1,7554 X
3 30 92,7033 1,7554 X
4 30 98,8093 1,7554 X
2 30 131,45 1,7554 X
Contraste Diferencias +/- Limites

1-2 *-47,666 4,9213

1-3 *-8,919 4,9213

1-4 *.15,025 4,9213

2-3 *38,747 4,9213

2-4 *32,641 4,9213

3-4 *-6,106 4,9213

* indica una diferencia significativa.
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En el presente estudio de manera preliminar se demuestra que los extractos

de fibra en concentraciones de 40uM/l son capaces de limitar la oxidacion de

las LDL elevando el tiempo de latencia un 54% respecto al tiempo de latencia

para las LDLs sin tratamiento, y un 32% respecto a las LDL enriquecidas

con una concentracion equivalente de Alfa tocoferol en vitamina E comercial.

El efecto complementario sobre la actividad antioxidante de la vitamina E

comercial que solamente contiene Alfa tocoferol en forma de acetato, podria

explicarse por el contenido de trocotrienoles en los extractos naturales de la

fibra, que en la caracterizacion representan el 50% del total de los isomeros.
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Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el extracto de
foliolos tiene efecto antioxidante a la concentracion evaluada, equivalente al
de la vitamina E comercial, en concordancia con los datos de composicion

gue muestran la presencia solamente de alfa tocoferol.

En este estudio y tal como lo han demostrado otros autores, se encontré una
marcada diferencia en el grado de oxidacion entre muestras sometidas a las
mismas condiciones oxidativas atribuibles a una diferencia en la composicién
de los &cidos grasos y en el contenido de antioxidantes endogenos para
cada uno de los individuos donantes en el presente estudio. Estas
diferencias no se probaron analiticamente pero estudios como el de

Giacopini en 2002 mostraron estas correlaciones.
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5.5.4 Comportamiento de las cinéticas de oxidacion de las LDL
enriquecidas con los distintos extractos

Cuando se superponen los comportamientos de las cinéticas de oxidacion
para cada uno de los casos de estudio, se encuentra que ademas de tener
un efecto sobre la fase de latencia, que es aquella en donde se consumen
los antioxidantes, la adicion de los extractos de fibra tiene un efecto
remanente que disminuye la velocidad de la fase de propagacion. Esto
puede deberse a otros componentes en el extracto de la fibra que actuan
también como agentes co-antioxidantes tales como la ubiquinona, los
fitoesteroles y el caroteno, que si bien no se determinaron en este estudio, su
presencia en el aceite rojo de palma es ampliamente conocida.(Choo et al
1998)

Este efecto se ilustra en la grafica 3
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Grafica 3 Cinética de oxidacion comparada para los tratamsent
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5.6 Actividad antioxidante frente a DPPH

La actividad captadora de radicales libres de los extractos fue medida por
espectrofotometria utilizando el DPPH, que es un radical libre de coloraciéon

violeta en solucién metandlica, que absorbe fuertemente a 550 nm.

El radical se estabiliza en presencia de antioxidantes primarios, resultando
en una decoloracién proporcional al namero de electrones donados, de
manera que la interaccion de los extractos antioxidantes con el DPPH

dependera de la concentracion de compuestos activos.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos para las diferentes
concentraciones de extracto usados en el ensayo, con la correspondiente
correlacion de concentracion y porcentaje de decoloracion, para establecer la
concentracion equivalente a la decoloracién del 50% del DPPH (Ec50), como

la forma mas comun de expresion de los resultados.

Con el objeto de expresar los resultados con relacion a un patron conocido
se evaluaron primero los porcentajes de inhibicion de la generacion de los
radicales libres por diferentes concentraciones de vitamina E comercial en

forma de acetato de Alfa tocoferol al 20%.

5.6.1 Actividad antioxidante frente a DPPH de vitamina E
comercial

A partir de una solucién patrén de vitamina E comercial (Basf, en el anexo 9
ficha técnica) en forma de acetato de alfa tocoferol con una concentracion del
20%, se prepararon diluciones en un rango entre 0.6 y 1.6 mg de alfa
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tocoferol/L y se mezclaron en una proporcion de 1:2 con la solucion de DPPH
con una concentracion de 14.6 mg/L. En la tabla 26 se muestran los datos
de absorbancia de la solucién de DPPH, la absorbancia de las muestras con
las diferentes concentraciones de alfa tocoferol y los porcentajes de

decoloracion.

Tabla 26 Respuesta de la vitamina E comercial frente al DPPH

Concentracion | Concentracion | Absorbancia de las % de
de Vit.E alfa tocoferol | muestras(promedio decoloracién
Comercial mg/L de 3
mg/L determinaciones)
0 0 0.336* 0

13 0,26 0.296 11.9

3.8 0,76 0.178 48.2

5.1 1,02 0.110 69.0

6.3 1,26 0.066 78.9

* Corresponde a la absorbancia del patrén de DPPH

Con el propésito de establecer la correlacion y la ecuaciéon de la recta que
permita calcular el valor de concentracidén para un porcentaje de decoloracién
del 50%, los datos obtenidos se graficaron y se aplico una técnica de
minimos cuadrados, para encontrar la funcion de mejor ajuste con un criterio
de minimo error cuadratico. Es decir minimiza la suma de cuadrados de las
diferencias ordenadas entre los datos que genera la funcidon propuesta
(Ecuacion de la recta) y los datos experimentales.

En la grafica 4 se presentan los resultados de esta correlacion, con base en
la ecuacion de la recta se calculo el valor Ec50 para la vitamina E comercial

como 3.9 mg/L es decir 0,78 mg/L de alfa tocoferol.

En el anexo 8 se encuentran los datos crudos para los distintos materiales
evaluados.
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Grafica 4 Correlaciéon concentracion de Alfa tocoferol/ Porcentaje de decoloracion

5.6.2 Actividad antioxidante frente a DPPH de extractos de fibra
obtenidos por extraccion supercritica

Para evaluar la actividad antioxidante de los extractos de fibra frente al
DPPH se prepararon soluciones entre 3 y 14 mg/L de extracto (aceite rojo)
obtenido con COz2 supercritico, y se mezclaron en una proporcion de 1:2 con

la solucion de DPPH con una concentracion de 14.6 mg/L.
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En la tabla 27 se muestran los porcentajes de decoloracion de cada una de

las concentraciones empleadas.

Tabla 27 Respuesta del extracto de la fibra frente al DPPH

Concentracién | Concentracion | Absorbancia de las % de
Extracto de equivalente de | muestras(promedio decoloracién
fibora mg/L alfa tocoferol de 3
mg/L * determinaciones)
0 0 0.336 0

35 0,046 0.252 25.9

7.1 0,093 0.180 47.6

10.6 0,139 0.113 68.2

14.1 0,185 0.065 82.7

* Concentracion equivalente de alfa tocoferol es la concentracion correspondiente a la
densidad optica determinada para cada muestra de ensayo en la curva patrén de alfa
tocoferol.

En la tabla 28 aparecen los datos de composicion de vitameros de la
vitamina E en el extracto de fibra utilizado.

Tabla 28 Caracterizacion del extracto supercritico utilizado en la evaluacion

Origen B+y a- 5- B+y a- o- V.E
Tocoferol | Tocoferol | Tocoferol | Tocotrienol | Tocotienol | Tocotrienol Total
Mg/Kg
Zona 485 768 15 339 775 215 2600
Central

En la grafica 5 se muestra la correlacion de la concentracion de los extractos
y la respuesta de decoloracion, con la cual se estableci6 la recta de mejor
ajuste.
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CORRELACION DE LA RESPUESTA DE DECOLORACION Vs LA C ONCENTRACION DE
EXTRACTO PROVENIENTE DE LA FIBRA

Correlacion Extracto de fibra / Porcentaje de
decoloracion

100%
y = 0,0541x + 0,0833

g 8% R =0,9931 /
g 60%
< 40% /
S 20%-
0% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 a 6 8 10 12 14 16

Concentradon extracto de fibra mg/L

Grafica 5 Correlacién de la concentracion de extracto de fibra/ Porcentaje de decoloracion

Con base en la ecuacion generada se calculo el valor Ec50 para el aceite

rojo proveniente de la fibra como 7.9 mg/L.

Todas las muestras evaluadas tienen el mismo comportamiento en la
correlacion de la concentracion y el porcentaje de inhibicion mostrando un
ajuste mayor al 99%. Cuando se comparan los resultados obtenidos por los
extractos de fibra frente al comportamiento de la vitamina E comercial
evaluado bajo las mismas condiciones, la actividad es equivalente al
46 %(3,9mg / 7.9mgQ). Este valor permite pensar en los extractos de fibra
como una fuente promisoria de vitdmeros de vitamina E, en la cual por lo

menos el 50% corresponde a tocotrienol.
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5.6.3 Actividad antioxidante frente a DPPH de extractosd e
foliolos obtenidos por extraccion supercritica

Al ser los extractos de foliolos mas pobres en antioxidantes segun los
resultados de caracterizacion, se prepararon soluciones entre 25 y 350 mg/L
del extracto obtenido a partir de los foliolos. El contenido de alfa tocoferol en
los extractos de foliolo utilizados fue de 132 mg/kg.

En la tabla 29 aparecen los resultados de actividad antioxidante.

Tabla 29 Respuesta del extracto de foliolos frente al DPPH

Concentracién | Concentracion | Absorbancia de las % de
extracto alfa tocoferol | muestras(promedio decoloracién
mg/L mg/L de 3
determinaciones)
0 0 0.336* 0

25 0,04 0,347 5.0

150 0,24 0.292 20.0

250 0,40 0.219 40.0

350 0,56 0.164 55.0

* Corresponde al blanco de DPPH
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CORRELACION DE LA RESPUESTA DE DECOLORACION Vs LA C ONCENTRACION DE
EXTRACTO PROVENIENTE DE LOS FOLIOLOS

Correlacion extracto de foliolo/Porcentaje de

decoloracion
60%
5096 - y = 0,0016x - 0,005
40% - R2 = 0,9906

30%
0% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0] 50 100 150 200 250 300 350 400
Concentracion extracto de foliolo mg/L

%b de decoloradic

Grafica 6 Correlacion de la concentracion de extracto de foliolos/ Porcentaje de
decoloracion

La concentracion de extracto de foliolo capaz de decolorar el 50 % del DPPH
es de 309 mg/L. Cuando se observa la actividad de los extractos de foliolo
frente a la actividad de la vitamina E comercial en condiciones equivalentes,
este solamente exhibe una actividad del 1.2 % (3.9mg/309mg) de la actividad
de la vitamina E comercial, por lo tanto los extractos de foliolo presentan una
pobre actividad y no podrian considerarse como una buena fuente de

antioxidantes con propoésitos comerciales.
Como otra forma de expresién de los resultados se calcularon los valores
equivalentes de Alfa tocoferol para las concentraciones Vitamina E comercial,

extracto de fibra y extracto de foliolos necesarios para alcanzar un porcentaje
de decoloracion del 50% del radical DPPH (EC50).

En la tabla 30 se ilustran estos resultados.
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Tabla 30 Comparacion del comportamiento de los extractos frente al DPPH

Muestra

EC50(mg/L extracto)

Contenido de
Alfa tocoferol en
mg

Contenido de
Tocotrienoles en
mg

Porcentaje de
Actividad con
relacién a la
Vit E

Vita E comercial
Extracto de Fibra
Extracto de foliolo

3,6
7,9

309

0,78
0,11
0,50

0,12

100%
46%
1,2%

Cuando se correlacionan los contenidos de alfa tocoferol, con la actividad

antioxidante de los extractos, se observa que para una misma
actividad(EC50) en el extracto de fibra el contenido de alfa tocoferol
equivalente es de 0,11mg contra 0,78 mg en la vitamina E comercial, lo que
indicaria una actividad antioxidante complementaria en el extracto de fibra,
gue estaria dada por el contenido de tocotrienoles y los demas agentes
antioxidantes presentes en el extracto natural y que coeluyen en la
extraccion supercritica.

El porcentaje de actividad frente a la vitamina E comercial, indica que para
alcanzar un mismo nivel de actividad antioxidante (EC50) la cantidad de
extracto a utilizar es proporcionalmente superior en los extractos, acorde a
la composicion original.

Estos resultados confirman los resultados obtenidos en el sistema biolégico
de evaluacién constituido por las LDL de donantes voluntarios, donde el
extracto de fibra efectivamente presenta una actividad superior al alfa
tocoferol y al extracto de foliolos a pesar de que en las condiciones de
ensayo la concentracion de alfa tocoferol se ajusto en todos los casos a un
valor de 40uM. Esto atribuible a los demas agentes antioxidantes presentes

en la fibra.
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6 CONCLUSIONES

La fibra residual de palma es un material muy heterogéneo, debido a la
variedad de material genético que llega en un momento dado a la plataforma
de fruta en una planta de proceso, unido a los distintos grados de madurez y
condiciones de procesamiento; esto se refleja en los contenidos promedios

de tocoferoles y tocotrienoles que varian en un amplio rango.

Cuando se analiza la distribucion porcentual de los isdmeros de la vitamina E
en las distintas muestras evaluadas se observa que mientras el aceite crudo
de palma tiene un 20% de tocoferoles y un 80% de tocotrienoles, el aceite
rojo proveniente de la fibra residual tiene una distribucion de 50:50 con un

contenido comparativamente superior de tocoferoles totales.

El fendbmeno de enriquecimiento del aceite rojo residual proveniente de la
fibra especialmente en alfa tocoferol con relacion al aceite crudo obtenido en
la primera presion, ha sido reportado por otros autores como Lau et al en
2006. Esto puede deberse a la asociacion de la vitamina E en la membranas
de las células mas internas del mesocarpio, las que no estan disponibles

para ser extraidas por los procesos mecanicos en las prensas de tornillo.

La recuperacion de aceite rojo a partir de la fibra se correlaciona
inversamente con la concentracion de tocoferoles y tocotrienoles en los
extractos. Asi, al aumentar la recuperacion de aceite rojo 5 veces, la

concentracion de tocoferoles- tocotrienoles en el extracto es 2.5 veces menor.

En el presente estudio de manera preliminar se demuestra que los extractos
de fibra en concentraciones equivalentes de 40uM/l de a-Tocoferol, tienen

actividad antioxidante, pues son capaces de limitar la oxidacién de las LDL
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elevando el tiempo de latencia un 54% respecto al tiempo de latencia para
las LDLs sin tratamiento, y un 32% respecto a las LDL enriquecidas con una

concentracion equivalente de vitamina E comercial.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el extracto de
foliolos tiene un efecto antioxidante, pero en al nivel utilizado su actividad es
limitada, en concordancia con los datos de composicién que muestran bajas

concentraciones de alfa tocoferol.

Se encontré una marcada diferencia en el grado de oxidacién entre muestras
sometidas a las mismas condiciones oxidativas atribuibles a una diferencia
en la composicion de los acidos grasos y en el contenido de antioxidantes
endogenos para cada uno de los individuos donantes en el presente estudio.
Estas diferencias no se probaron analiticamente pero estudios como el de

Giacopini en 2002 mostraron estas correlaciones.

Los extractos de fibra y foliolos se comportan frente al DPPH como agentes

captadores de radicales libres, con porcentajes de inhibicién variables.

El extracto de fibra se presenta como una alternativa interesante en la
obtencion de antioxidantes con un mecanismo de accion de captura de
radicales libres y con un comportamiento proporcional a la concentracion de

tocoferoles y tocotrienoles en las muestras evaluadas.

Los foliolos de palma son fuente de a-tocoferol, pero bajo las condiciones de
extraccion del estudio, la concentracion resulta muy baja y la actividad
antioxidante es del alrededor del 1.2% de la actividad de la vitamina E

comercial.
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ANEXO 1 Contenido de Vitamina E. por regién

Contenido de vitamina E por region de muestreo

ZONA
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
NORTE
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
CENTRAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
ORIENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL
OCCIDENTAL

Resumen Estadistico para Tocoferoles totales

REGION DE ORIGEN Frecuencia

B+y Tocoferol
120
124
106
126
100
120
105
100
150
139
121
123
124
135
120
101
292
280
280
290
279
287
296
276
278
290
288
256
282
279
280
285

242
267
216
246
240
235
276
247
248
200
234
236
239
253
246
245

122
120
124
126
126
120
120
105
100
130
139
121
123
124
125
120

a-Tocoferol

Desviacion tipica

268
249
280
270
260
269
287
276
276
278
280
258
256
262
259
265
446
443
465
446
426
455
446
430
450
426
437

446
476
448

242
250
243
240
239
237
234
236
238
238
238
256
262
238
250
230
528
543
523
516
517
515
516
530
532
536
580
512
517
531
527
526

&-Tocoferol
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Tocoferoles totales

395
382
392
400
367
398
398
380
431
424
409
385
386
404
387
375
747
731
754
742
712
751
752
716
737
722
734
708
736
764
737
739
486
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461
490
484
475
515
490
491
441
474
493
502
492
498
479
655
665
648
644
644
638
637
635
633
667
719
633
640
655
653
646

B+y Tocotrienol

203
202
205
206
206
200
205
201
207
200
200
204
202
203
203
206
197
194
195
196
202
195
199
195
200
205
189
197
198
194
198
198
272
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280
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259
267
296
276
278
270
268
256
263
279
260
265
113
113
115
114
116
119
110
110
115
112
110
109
111
112
112
113

Media

a-Tocotrienol

&-Tocotrienol

134 52
125 51
124 50
126 56
126 54
130 56
130 56
125 43
132 55
130 45
139 52
131 57
123 50
129 55
125 50
132 54
450 122
446 130
443 124
465 126
446 126
446 120
455 120
446 125
440 120
450 130
446 139
447 121
442 123
446 124
476 125
448 120
258 62
249 61
250 66
250 66
260 64
249 66
257 67
255 63
250 68
258 63
250 61
258 67
256 62
259 65
249 61
265 63
450 129
446 134
443 125
465 124
446 126
446 126
455 130
446 130
440 125
450 132
446 130
447 139
442 131
446 123
476 129
448 125
Varianza

Tocotrienoles tot VITA E TOTAL

389
378
379
388
386
386
391
369
394
375
391
392
375
387
378
392
769
770
762
787
774
761
774
766
760
785
774
765
763
764
799
766
592
580
596
576
583
582
620
594
596
591
579
581
581
603
570
593
692
693
683
703
688
691
695
686
680
694
686
695
684
681
717
686

784

760

771

788

753

784

789

749

825

799

800

777

761

791

765

767
1.516
1.501
1.516
1.529
1.486
1512
1.526
1.482
1.497
1.507
1.508
1.473
1.499
1.528
1.536
1.505
1.078
1.099
1.057
1.066
1.067
1.057
1.135
1.084
1.087
1.032
1.053
1.074
1.083
1.095
1.068
1.072
1.347
1.358
1.331
1.347
1.332
1.329
1.332
1.321
1.313
1.361
1.405
1.328
1.324
1.336
1.370
1.332

16
16
16
16

394,563
736,375
486,875
650,75

285,729

249,317

361,85

4422

16,9035

15,7898

19,0224
21,0286
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Total 64 567,141 18568,1 136,265

REGION DE ORIGEN Minimo Méaximo Rango Asimetria
tipi.

1 367,0 431,0 64,0 1,09563

2 708,0 764,0 56,0 -0,443422

3 441.,0 519,0 78,0 -1,03856

4 633,0 719,0 86,0 4,06101

Total 367,0 764,0 397,0 -0,0697835

Tabla ANOVA para Tocoferoles totales seguin REGIOROQRIGEN

Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 1,14971E6 3 3832351144,76 0,0000
Intra grupos 20086,4 60 334,7
Total (Corr.) 1,16979E6 63

Tabla de Medias para Tocoferoles totales segun RE@E ORIGEN
con 95,0 intervalos LSD
Error Estandar
REGION DE ORIGEN Frec. Media (s agrupad&jmite inf. Limite sup.
1 16 394,563 4,57421 388,093 401,032
2 16 736,375 4,57421 729,905 742,845
3 16 486,875 4,57421 480,405 493,345
4 16 650,75 4,57421 644,28 657,22

Total 64 567,141

Contraste Mdltiple de Rango para Tocoferoles tetatgyiin REGION DE ORIGEN

Método: 95,0 porcentaje LSD
Nivel Frec. Media Grupastogéneos
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1 16 394,563 X

3 16 486,875 X

4 16 650,75 X

2 16 736,375 X

Contraste Diferisc +/- Limites

*-341,813 12,9398
*-92,3125 12,9398
*-256,188 12,9398
*249,5 12,9398

*85,625 12,9398
*-163,875 12,9398

* indica una diferencia significativa.

Tocoferoles totales

Representacion por Cédigo de Nivel

860 F
760 |
660 |
560 L

460 L

360 E

= | ommnom

2 3 4
REGION DE ORIGEN

93




Grafico de Cajas y Bigotes

[

z 1
T

4 b -

360 460 560 660 760 860
Tocoferoles totales

REGION DE ORIGEN

Resumen Estadistico para Tocotrienoles totales

REGION DE ORIGEN Frecuencia Media Varianza
Desviacion tipica

1 16 384,375 57,7167 7,59715
2 16 771,188 117,896 10,858

3 16 588,563 148,662 12,1927
4 16 690,875 85,5833 9,25113
Total 64 608,75 21401,0 146,291
REGION DE ORIGEN Minimo Méaximo Rango Asimetria
tipi.

1 369,0 394,0 25,0 -0,971217
2 760,0 799,0 39,0 2,2829

3 570,0 620,0 50,0 1,64773

4 680,0 717,0 37,0 2,57112
Total 369,0 799,0 430,0 -1,75896

Tabla ANOVA para Tocotrienoles totales segun REGIDENORIGEN

Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 1,34211E6 3 4473714366,11 0,0000
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Intra grupos 6147,88 60 1634

Total (Corr.) 1,34826E6 63

Tabla de Medias para Tocotrienoles totales segiaIQN DE ORIGEN
con 95,0 intervalos LSD
Error Estandar
REGION DE ORIGEN Frec. Media (s agrupad&jmite inf. Limite sup.
1 16 384,375 2,53062 380,796 387,954
2 16 771,188 2,53062 767,608 774,767
3 16 588,563 2,53062 584,983 592,142
4 16 690,875 2,53062 687,296 694,454

Total 64 608,75

Contraste Mdltiple de Rango para Tocotrienolede¢staegun REGION DE ORIGEN

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupastogéneos

1 16 384,375 X

3 16 588,563 X

4 16 690,875 X

2 16 771,188 X

Contraste Diferirsc +/- Limites

1-2 *-386,813 7,15875
1-3 *-204,188 7,15875
1-4 *-306,5 7,15875
2-3 *182,625 7,15875
2-4

3-4

*80,3125 7,15875
*.102,313 7,15875
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor
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Tocotrienoles totales
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Denside

1

ANEXO 2 Comportamiento de la densidad del CO2 coraltemperatura.
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ANEXO 3 Recuperacion de extracto con base en elgmseco de fibra y foliolos.

Tipo de Extraccion Rendimiento
Soxhlet 1 9,0
Soxhlet 1 9,0
Soxhlet 1 8,7
Soxhlet 1 8,9
Soxhlet 1 8,5
Soxhlet 1 8,9
Soxhlet 1 8,9
Soxhlet 1 8,8
Soxhlet 1 8,9
Soxhlet 1 9,0
Soxhlet 1 8,0
Soxhlet 1 8,0
Supercritica 2 4,1
Supercritica 2 4,4
Supercritica 2 4,5
Supercritica 2 4,6
Supercritica 2 4,1
Supercritica 2 4,0
Supercritica 2 4,6
Supercritica 2 4,1
Supercritica 2 4,2
Supercritica 2 4,5
Supercritica 2 4,1
Supercritica 2 4,5
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Representacion por Cédigo de Nivel
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Resumen del Procedimiento )
Variable dependiente: RECUPERACION
Factor: TIPO DE EXTRACCION

NUmero de observaciones: 24
NUmero de niveles: 2

Tabla ANOVA para RECUPERACION segtn TIPO DE EXTRAOS!
Andlisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. Gl Cuadwéettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 1166 1 ,6161266,25 0,0000
Intra grupos 2,02583 22 0,0838
Total (Corr.) 118,626 23
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Tabla de Medias para RECUPERACION segun TIPO DE BEXTCION
con 95,0 intervalos LSD

Error Estandar

Nivel Frec. Media (s agrupadd)imite inf. Limite sup.
1 12 8,71667 0,0875992 8,58821 8,84513
2 12 4,30833 0,0875992 4,17987 4,43679

Total 24 6,5125

Contraste Multiple de Rango para RECUPERACION ség&® DE
EXTRACCION

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupastogéneos

2 12 430833 X
1 12 8,71667 X

Contraste ~ Difersc  +/- Limites
12 *440833 O,-é5692 )

* indica una diferencia significativa.
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Porcentaje de recuperacion de extracto en bassalgeco de Foliolos

Tipo de Extraccion Rendimiento
Soxhlet 1 1,5
Soxhlet 1 1,4
Soxhlet 1 1,4
Soxhlet 1 1,7
Soxhlet 1 1,8
Soxhlet 1 15
Soxhlet 1 1,3
Soxhlet 1 1,5
Soxhlet 1 1,5
Soxhlet 1 1,6
Soxhlet 1 15
Soxhlet 1 1,7
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,6
Supercritica 2 0,6
Supercritica 2 0,6
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,4
Supercritica 2 0,4
Supercritica 2 0,4
Supercritica 2 0,4

Resumen Estadistico para RECUPERACION

TIPO DE EXTRACCION Frecuencia Media Varianza
Desviacion tipica

12 1,53333 0,0206061 0,143548

1

2 12 0,491667 0,00628788 0,0792961
Total 24 1,0125 0,295924 0,543989
TIPO DE EXTRACCION Minimo Maximo Rango
Asimetria tipi.

1 1,3 1,8 0,5 0,56793

2 0,4 0,6 0,2 0,227767

Total 0,4 1,8 1,4 0,151868

TIPO DE EXTRACCION Curtosis tipificada
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1 -0,169559
2 -0,891515

Total -1,96517
Tabla ANOVA para RECUPERACION segtn TIPO DE EXTRAOSG
Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 6,51042 1 6420 484,15 0,0000
Intra grupos 0,295833 22 0,0134
Total (Corr.) 6,80625 23

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupastogéneos

2 12 o4o1667 X
1 12 1,53333 X

Contraste ~ Difersc  +/- Limites
1-2 104167 00981792

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 4 Concentracion de tocoferoles y tocotrienokeen los extractos de fibra recuperados
expresada en ppm

Presién Vita E
1 1500 2630
1 1500 2640
1 1500 2780
1 1500 2790
1 1500 2550
1 1500 2560
1 1500 2567
1 1500 2678
1 1500 2689
1 1500 2554
1 1500 2573
1 1500 2551
2 3000 1393
2 3000 1465
2 3000 1456
2 3000 1342
2 3000 1334
2 3000 1345
2 3000 1387
2 3000 1421
2 3000 1432
2 3000 1345
2 3000 1435
2 3000 1355
3 4500 1092
3 4500 1098
3 4500 1102
3 4500 1008
3 4500 1123
3 4500 1102
3 4500 1100
3 4500 1097
3 4500 1078
3 4500 1099
3 4500 1029
3 4500 1171

Tabla ANOVA para VIT E TOTAL segin PRESION
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Andlisis de la Varianza

Gl Cuadwsetio Cociente-F P-Valor

Fuente Sumas de cuad.
Entre grupos 1,59584E7
Intra grupos 128704,0 33

2 7,9ER22045,90
3200,

0,0000

Total (Corr.) 1,60871E7 35

Resumen Estadistico para VIT E TOTAL

PRESION Frecuencia Media Varianza Desviacion tipica
1500 12 2630,17  7683,61 87,6562

3000 12 1392,5 2308,09 48,0426

4500 12 1091,58 1708,63 41,3356

Total 36 1704,75 459632,0 677,962

PRESION Minimo Méaximo Rango Asimetria tipi.
1500 2550,0 2790,0 240,0 1,26522

3000 1334,0 1465,0 131,0 0,281653

4500 1008,0 1171,0 163,0 -0,646526

Total 1008,0 2790,0 1782,0 1,56004

PRESION Curtosis tipificada

1500 -0,324996

3000 -1,1658

4500 1,15422

Total -1,82387
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Representacion por Cédigo de Nivel
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ANEXO 5 Comparacién extraccion soxhlet y extracciérsupercritica a 4500psi

Tipo de Extraccion Rendimiento
Soxhlet 1 1,5
Soxhlet 1 1,4
Soxhlet 1 1,4
Soxhlet 1 1,7
Soxhlet 1 1,8
Soxhlet 1 1,5
Soxhlet 1 1,3
Soxhlet 1 1,5
Soxhlet 1 1,5
Soxhlet 1 1,6
Soxhlet 1 1,5
Soxhlet 1 1,7
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,6
Supercritica 2 0,6
Supercritica 2 0,6
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,5
Supercritica 2 0,4
Supercritica 2 0,4
Supercritica 2 0,4
Supercritica 2 0,4
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Resumen Estadistico para RECUPERACION

TIPO DE EXTRACCION Frecuencia Media Varianza
Desviacion tipica

1 12 1,53333 0,0206061 0,143548

2 12 0,491667 0,00628788 0,0792961
Total 24 1,0125 0,295924 0,543989
TIPO DE EXTRACCION Minimo Méaximo Rango
Asimetria tipi.

1 1,3 1,8 0,5 0,56793

2 0,4 0,6 0,2 0,227767

Total 0,4 1,8 14 0,151868

TIPO DE EXTRACCION Curtosis tipificada

1 -0,169559
2 -0,891515
Total -1,96517

Tabla ANOVA para RECUPERACION segutn TIPO DE EXTRAOSG

Analisis de la Varianza

Fuente Sumas de cuad. G| Cuadwbettio Cociente-F P-Valor

Entre grupos 6,51042 1 6420 484,15 0,0000
Intra grupos 0,295833 22 0,0434
Total (Corr.) 6,80625 23

Método: 95,0 porcentaje LSD

Nivel Frec. Media Grupastogéneos
2 12 0,491667 X
1 12 1,53333 X




Contraste Diferisc +/- Limites

1-2 *1,04167 0,0981792

* indica una diferencia significativa.
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ANEXO 6 Calculo del tiempo de latencia
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Grafica 7 Determinacién grafica del tiempo de latencia

Para la fase de latencia representada en la recta 1
« Tomamos dos puntos para definir la pendiente de la recta, los cuales
son P4 (0, 0), P, (140, 0.08)

* La ecuacion de la recta es:

=Y "% o 0080 571 4oorn0

B X, =X, 140-0
R =y, =571429(10° X, -0.012

m

para la fase de propagacion representada por la recta recta 2
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 Tomamos dos puntos para definir la pendiente de la recta, los cuales
son P, (170, 0.20), P, (220, 1.2)

* La ecuacion de la recta es:

m=Y2 "Y1 _ 12-020 _ 002
X, =X  220-170

R, =y, =002X,-32

La interseccién que corresponde al final de la fase de latencia o tiempo de
latencia corresponderd a la solucion simultanea de las dos ecuaciones

generadas asi:

y, =571429110°° X, — 0.012= 002X, — 32
X,=164 vy, =008

Para esta cinética en particular el tiempo de latencia tiene un valor de 164

minutos.
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ANEXO 7 Estadistica tiempo de latencia

DATOS DE TIEMPO DE LATENCIA DE CADA PACIENTE POR TR ATAMIENTO

PACIENTE LDL NATIVA| LDL+FIBRA | LDL+FOLIOLOS | LDL+VIT E
1 75,93 85,91 79,82 77,06
1 77,80 86,20 79,89 79,25
1 70,20 86,10 79,23 78,55
2 91,20 150,29 100,41 105,25
2 90,30 159,13 100,29 105,13
2 91,20 159,75 100,74 105,60
3 75,90 117,10 79,80 77,06
3 76,00 116,40 78,20 79,25
3 76,40 116,75 78,40 78,55
4 80,40 114,97 88,81 106,72
4 80,30 114,81 88,70 106,60
4 80,20 114,66 88,59 106,25
5 79,80 116,25 88,94 77,06
5 78,20 118,50 86,38 79,25
5 78,40 119,10 87,60 78,55
6 91,20 160,25 102,90 108,60
6 90,30 160,31 102,85 109,72
6 91,20 160,45 102,74 109,60
7 83,50 120,10 98,13 98,43
7 82,60 119,40 98,24 98,55
7 82,80 118,75 98,46 98,78
8 91,90 171,49 101,41 110,60
8 91,80 171,73 101,29 110,72
8 92,20 171,50 101,74 110,60
9 80,40 114,97 88,81 106,72
9 80,30 114,81 88,70 106,60
9 80,20 114,66 88,59 106,25
10 90,90 156,29 100,41 116,25
10 90,80 156,13 100,29 116,13
10 91,20 156,75 100,74 116,60

PROMEDIO 83,8 1315 92,7 98,8
DESVIACION 6,6 26,7 8,8 14,3
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Andlisis de los Componentes de la Varianza

Variable dependiente: TIEMPO LAG
Factores:

PACIENTE

TRATAMIENTO

Numero de casos completos: 120
Andlisis de la Varianza paraTIEMPO LAG

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadvitiio Comp. Var. Porcentaje

TOTAL (CORREGIDO) 68946,8 119

PACIENTE 20195,0 9 243,88 51,8772 8,74
TRATAMIENTO 48640,7 30 621,36 539,989 91,02
ERROR 111,165 80 ,38B57 1,38957 0,23

Grafico de Componentes de la Varianza
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Grafico de Residuos para TIEMPO LAG
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Desviacion

Nivel Recuento Media Tipica
MEDIA GLOBAL 120 101,687 24,0704
PACIENTE

1 12 79,6617  4,6573
2 12 113,274 26,6562
3 12 87,4842 17,691
4 12 97,5842 14,3447
5 12 90,6692 16,9349
6 12 115,843 27,7047
7 12 99,8117 13,5425
8 12 118,915 32,4947
9 12 97,5842 14,3447
10 12 116,041 26,1073
TRATAMIENTO

1 3 74,6433 3,96

2 3 86,07 0,14930

3 3 79,6467  0,36253
4 3 78,2867 1,1185

1 3 90,9 0,51961

2 3 156,39 5,29184
3 3 100,48 0,23802
4 3 105,327 0,24419
1 3 76,1 0,26857

2 3 116,75 0,35

3 3 78,8 0,87178

4 3 78,2867 1,1185

1 3 80,3 0,1

2 3 114,813  0,15h02
3 3 88,7 0,11

4 3 106,523 0,24919
1 3 78,8 0,87178

2 3 117,95 1,5025

3 3 87,64 1,28047

4 3 78,2867 1,1185

1 3 90,9 0,51961

2 3 160,337  0,10263
3 3 102,83 0,08385
4 3 109,307 0,61892
1 3 82,9667 0,47258
2 3 119,417 0,67515
3 3 98,2767  0,16802
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106,523  0,24419
90,9667 0,20816
156,39 0,32187
100,48 0,23802
116,327  0,24419

4 3 98,5867  0,17885
1 3 91,9667  0,20B16
2 3 171,573 0,13%76
3 3 101,48 0,23802
4 3 110,64 0,06228
1 3 80,3 0,1

2 3 114,813  0,15B02
3 3 88,7 0,11

4 3

1 3

2 3

3 3

4 3
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Contraste Mdltiple de Rangos para TIEMPO LAG segRATAMIENTO

Método: 95,0 porcentaje LSD
TRATAMIENTO Recuento MediaLS  Sigma LS Grupos Homogéneos

1 30 83,7843 1,7554 X

3 30 92,7033 1,7554 X
4 30 98,8093 1,7554 X
2 30 131,45 1,7554 X

Contraste Diferescia  +/- Limites
1-2 *-47.666 49213
1-3 *-8,919 49213
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1-4 *-15,025 4,9213
2-3 *38,747 4,9213
2-4 *32,641 4,9213
3-4 *-6,106 4,9213

* indica una diferencia significativa.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos LSD

141 F
M 131 *
< F
- 121
@) F
% 11 £
Z0p 53
[ 91 | i3
1 2 3 4

TRATAMIENTO
Tests para la Normalidad para TIEMPO LAG

Estadistico chi-cuadrado de bondad de ajuste 5146,
P-valor = 0,0

Estadistico W de Shapiro-Wilks = 0,834213
P-valor = 0,0

Puntuacién Z para asimetria = 3,57577
P-valor = 0,000349276

Puntuacién Z para curtosis = 2,43411
P-valor = 0,0149283
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ANEXO 8 Ensayos de Actividad Antioxidante frente eDPPH

Codigo del extracto: 1

Extracto en
Concentracién mg/L solucién, mgAL|A blanco| A1 A2 A3 |%CCRL1|%CCRL2 |[%CCRL3
10.1 3.4 0.003 10.242/0.249]0.227 26.8 33.3
23.0 7.7 0.004 [0.137/0.133]0.123 61.6 64.6
28.8 9.6 0.006_]0.087]0.073]0.076 80.1 79.2
40.3 134 0.006 [0.038{0.029] 0.04 93.2 89.9
ECso mg/ 5.5 5.0 Media s CV, %
Blanco DPPH 0.336 ECso, 8/g DPPH 0.38 0.38 0.34 0.37 | 0.016 | 4.5%
Absortividad especifica L/mg cm 0.023
Concentracién DPPH 14.6
y =6.22x +10.96 y=5.73x+17.98
- 100.0 R?=0.97 - :zzz y= 6.274X +8.01 . 100.0 R2=0.95
g %00 5' 5ovo 'szg)/‘ § %0
o o : o
0.0 + T T | 0.0 + T T | 0.0 + T T 1
0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0
Concentracion extracto, mg/L Concentracion extracto, mg/L Concentracion extracto, mg/L
Codigo del extracto: 2
Bucarelia
Extracto en
Concentracién mg/l solucién, mg/A |A blanco| A1 A2 A3 |%CCRL1|%CCRL2|%CCRL3 |Abs x| %CCRL S
11.3 3.8 0.003 [0.229]0.231]0.235 32.7 32.1 31.0 0.232] 319 0.9
21.2 7.1 0.003 [0.150]0.145]0.147 56.3 57.7 57.1 0.147] 57.0 0.7
28.2 9.4 0.006 10.102]0.107{0.101 71.4 69.9 71.7 0.103 71.0 1.0
42.3 14.1 0.007 10.042]0.038{0.037 89.6 90.8 91.1 0.039 90.5 0.8
Blanco DPPH 0.336 ECso mg/L 5.8 5.8 5.8 Media s CV, %
Absortividad especifica L/mg cm 0.023 ECso g/8 DPPH 0.39 0.40 0.40 0.40 | 0.002 | 0.4%
Concentracion DPPH 14.6
y =43.19Ln(x) - 25.68 y =43.97Ln(x) - 27.12 y =45.52Ln(x) - 30.22
. 100.0 R?=0.99 - 100.0 R2=1.00 . 100.0 R?=1.00
&2 500 2 500 & 500
8 8 8
0.0 + T T 1 0.0 + T T 1 0.0 + T T |
0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 50 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0
Concentracion extracto, mg/L Concentracion extracto, mg/L Concentracion extracto, mg/L
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Codigo del extracto: 3

Brisas
Extracto en
Concentracién mg/L solucién, mg/L |A blanco| A1 A2 | A3 |%CCRL1|%CCRL2|%CCRL3 Abs x %CCRL S
10.6 3.5 0.003 10.252[0.237]0.246 25.9 30.4 27.7 0.245 28.0 2.2
21.2 7.1 0.004 10.180/0.159}0.170 47.6 53.9 50.6 0.170 50.7 3.1
31.8 10.6 0.006 10.113/0.102}0.097 68.2 71.4 72.9 0.104 70.8 2.4
42.4 14.1 0.007 ]0.065] 0.05 |0.047 82.7 87.2 88.1 0.054 86.0 2.9
Blanco DPPH 0.336 ECso mg/ 6.7 6.0 6.2 Media s CV, %
Absortividad especifica L/mg cm 0.023 ECso, g/8 DPPH 0.46 0.41 0.43 0.43 0.021 | 4.9%
Concentracién DPPH 14.6
6.3 mg/L
ECso 0.43 g extracto/gDPPH
= - =40.35Ln(x) - 22.27 =43.52Ln(x) - 29.69
100.0Y 40.825Ln(x) 27.92 100'0Y o (X) 100,0y - (X)
= R°=0.98 - R*=0.99 - R"=0.98
2 500 2 500 2 500
23 o =]
o o o
0.0 + T T 1 0.0 + T T 1 0.0 T T 1
0.0 50 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0
Concentracion extracto, mg/L Concentracion extracto, mg/L Concentracion extracto, mg/L
Cédigo del extracto:4
Palmeiras de la costa
Extracto en
Concentraciéon mg/L solucién, mgAL|A blanco| A1 A2 | A3 |%CCRL1|%CCRL2|%CCRL3 |Abs x| %CCRL s
10.0 33 0.003 0.26 |0.253]0.252] 21.65 23.78 24.09 ]0.255] 23.2 13
20.1 6.7 0.004 10.178]10.176]0.176] 46.95 47.56 47.56_10.177| 47.4 0.4
29.8 9.9 0.005 10.077]0.092]0.086] 78.05 73.48 75.30_]10.085 75.6 2.3
40.3 13.4 0.006 [0.037/0.038]0.038] 90.55 90.24 90.24 ]0.038] 90.3 0.2
Blanco DPPH 0.328 ECso mg/L 6.2 6.2 6.1 Media s cV, %
Absortividad especifica L/mg cm 0.023 ECso, 8/g DPPH 0.43 0.43 0.43 0.43 | 0.002 | 0.5%
Concentracién DPPH 14.3
y =50.96Ln(x) - 42.59 ¥= 47.92Ln(x) - 37.07 y =48.20Ln(x) - 37.08
100.00 100.00 100.00
. R?=007 . R?=0.98 R*=097
E B E
& 5000 & 5000 & 5000
o =] o
o o o
0.00 + T T 1 0.00 + T T 1 0.00 + T T |
0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0

Concentracion extracto, mg/L

Concentracion extracto, mg/L

Concentracion extracto, mg/L
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ANEXO 9 Ficha Técnica Vitamina E Comercial

Vitamin E Acetate SD 50

Chemical names

DL-o-focopheryl Boetate,

DL-alpha-tocopherd acetaie, allrec-gpha-to-

copherol acetic acid ester, ranamﬁ?.s—m—
methyliocol acetate

CAS No.

EINEGS Mo. 231 THZHIII

Product number

10304084

Units

1 mg of DL-a-tocophery = 067 Dre-TE

acatate = 100 iormer
USP units

Description
White to creamy white powder with a charac-

Composition

The dry powder consists of DL-n-focophend
acotats embedded in a matrx of lactose end
cazanaie. B contains ghoerin monostearste
(£ &71) and sodium hydrosde as processing
ager == well 2= ticalcum phosphate £ 341)
as an anti-caking agant.

Sobubility

The pmduct can be dissolved both in cold

11D°G]a'dmﬁ5-dﬂ°cjm o form &
stebie mikoy emulsion. 1 is witusly inscluble in

orgaric sohents.

Specifications

Appearance:  conforms

Azzay min. 50% DL-n-
Bcetats = 500 former B of
wvitarmin E or 336 o-TE per
gramj

Acdity (USF):  conforms

The actve ngredient complies with the curment
acatate” Ph.Eur, “Vi-
tamin E * USE, &nd “al-rac-alpha-
ecetate” FCC monographs.
Parficle-size distribution
ma. 3% smaller than B3 pm 230 mesh USH)
mirn. 7% zmaler than 250 pm B0 meeh UEFA

Bulk density
0.4-0.55 g/l

Stabilization/Stability

Stored n the unopened onginal packaging &t
rocm temperature (max. E"G&.hpﬂdﬁs

stahia for 8t least 36 months.

Standand
5 and 25 kg.
Please sae appendt | for further information,

Frocucts for # Dislary Buppamarnt, Boverags and Food

My 2006
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ANEXO 10 Galeria fotografica

Montaje para la extraccion por lixiviacion con hexano del aceite rojo de la
fibra

Bomba de alta presion para la extraccion con CO2 supercritico
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Espectrofotometro y cromatografo liquido usados en el estudio

123



ANEXO 11 Cromatégramas

Perfil vitamina E en extractos SFE de fibras

2000
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1<) @
=] =}
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I

6,58, B+y-Tocotrienol
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7 8 9 10 11
Tiempo de retencion (min)

Perfil vitamina E en extractos SFE de foliolos

2000 3

1500

1000
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Lo b b et
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w
~ -
o -

o 4

7 8 9 10 11
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12 13
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ANEXO 12 Protocolo de muestreo foliolos y fibra
MANEJO DE MUESTRAS

RECEPCION DE MUESTRAS

Cada muestra que va a ser analizada en el laboratorio debe asignarsele un
ndamero consecutivo que corresponde al nimero de laboratorio con el cual se
identifica durante el proceso de analisis. Adicionalmente se registra toda la
informacion pertinente a ella, en el formato establecido para ello.

ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS

Cada muestra una vez codificada y analizada es almacenada segun los
requerimientos particulares en un nevera a -35 € a fin de mantener sus
propiedades

DISPOSICION FINAL DE LA MUESTRA

Una vez cumplido el tiempo de almacenamiento de una muestra, se procede
a eliminarla de acuerdo a su naturaleza y segun el procedimiento para
disposicién de muestras.

CADENA DE CUSTODIA

En cada etapa la persona que tenga la muestra es responsable de su
custodia y debe asegurar la integridad y seguridad de la muestra para evitar
alteraciones, adulteraciones, pérdidas, contaminacion y demas eventos que
puedan poner en duda los resultados de cada analisis.

El laboratorio mantiene archivados en medio magnético los registros de
recepcion de muestras y resultados de los analisis de las mismas, de igual
manera se archivan los formatos diligenciados de cada una de las
determinaciones realizadas en el laboratorio.

Muestreo de Foliolos

En términos generales, se debe muestrear una hoja recién madura que haya
finalizado su crecimiento, ya que usualmente este érgano refleja mejor el
estado nutricional de la planta porque hay una relacion directa entre
acumulacion de materia seca y de nutrientes. Se han establecido las normas
o pardmetros de muestreo foliar por lo tanto se escogera la hoja 9, se
troceara y eliminara la vena central dejando los foliolos individuales, de los
cuales se tomara la porcion central.
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Posicién hojas Partes de la Hoja, identificacion foliolos

Muestreo de Fibras

Para garantizar la homogeneidad de las muestras, se adoptara el protocolo
de muestreo previsto en el manual de laboratorio de CENIPALMA,
recogiendo muestras en la salida de la prensa, tomando la primera muestra 1
hora después de iniciado el proceso en planta y por lo menos durante 6
horas consecutivas, recogiendo un pufiado del material en un recipiente
previsto para esto. Al final de la jornada se mezclara todo el material,
tomando 1 kilogramo de muestra de la cual se retiraran manualmente las
nueces y trozos de almendra.

El material libre de nueces se secara a 50C para s er empacado al vacio y
rotulado con el nombre la planta extractora, la fecha y los datos del analista.
De cada plantacion involucrada en el estudio se tomaran 16 muestras en
dias de proceso consecutivos.

AR | e, :
Fibra libre de nueces Fibra salida del ciclén
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