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Glosario  
 

 
 
AOCS: American oil chemestry society 
 
Bar: Bares, unidad de presión 
 
CENIPALMA: Centro de investigaciones en  Palma de Aceite  
 
Col-S: Esteres de colesterol 
 
Detector FL: Detector de fluorescencia 
 
DMS:  Dimetil sulfóxido 
 
DPPH: Radical libre, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil 
 
Ec50: Equivalente de actividad al 50% 
 
EDTA: Acido di etil amino tetra acético 
 
HDL: Lipoproteínas de alta densidad 
 
HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA) es una enzima de control en la 
síntesis de colesterol. 
 
HPLC: Cromatografía liquida de alta eficiencia 
 
Lag: en cinéticas de oxidación fase de latencia 
 
LDL: Lipoproteínas de baja densidad ("Low Density Lipoproteins") 
 
Log: en cinéticas de oxidación fase de incremento logarítmico 
 
MeOH: Metanol 
 
Mpa: Mega pascales, unidad de presión 
 
PC: punto critico en el diagrama de fases. 
 
PT: Punto triple en el diagrama de fases 
 
PUFAS(ω-3): Ácidos grasos poliinsaturados con el ultimo doble enlace en el 
carbono ω-3. 
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SC-CO2: Dióxido de carbono en estado supercrítico 
 
SFE: Extracción con fluidos supercríticos 
 
T3F(αβγδ) Tocotrienoles 
 
TEA: Tasa de extracción de aceite 
 
TF(αβγδ) Tocoferoles 
 
α-TF: Alfa tocoferol 
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RESUMEN 

 

Esta investigación está enmarcada en el área de lípidos y salud y su 

objetivo fue recuperar sustancias de alto valor como tocoferoles y 

tocotrienoles mediante extracción con CO2 súper crítico (SFE CO2) a partir 

de subproductos de la industria de aceite de Palma. Las Hojas y fibras 

residuales de la producción de aceite de palma son una buena fuente de 

vitamina E, ya que contienen más 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 (CuSO4) para oxidar  las LDL de donantes voluntarios que se 

incubaron con el inductor de la oxidación y el antioxidante o mezcla en 

estudio. Los ácidos grasos presentes en la partícula LDL se oxidan 

formando dienos conjugados, los que se detectan y se cuantifican por 

espectrofotometría a 234 nm. Los resultados mostraron que el extracto de la 

fibra prensada en concentraciones de  40µM/l fue capaz de limitar la 

oxidación 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 concentración 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 inhibición variables en función de la 

concentración de los compuestos activos. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 
Con el propósito de conocer el potencial de antioxidantes presentes en los 

residuos agroindustriales de palma producida en Colombia, se realizÓ la 

estimación a nivel regional y nacional del potencial de recuperación de 

Tocoferoles y Tocotrienoles  a partir de la fibra extraída de palma y de foliolos, 

en las cuatro regiones palmeras tomando como base de selección de las 

plantaciones a muestrear, su nivel de participación por producción del 

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

Se analizó  la distribución porcentual de los distintos isómeros de la vitamina 

E en las distintas muestras evaluadas y se observó, 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 

distribución de 50:50 con un contenido comparativamente superior de 

αTocoferol dentro de los Tocoferoles totales.  

La fibra prensada de palma es un subproducto del proceso de extracción 

después del proceso de prensado por tornillo de las frutas durante la 

producción de aceite crudo de palma.  La fibra de prensa es normalmente 

quemada en las calderas como combustible en la generación de vapor y  

electricidad necesarios por la operación de extracción.  Sin embargo, y tal 

como lo demostró este estudio, es fuente promisoria de vitamina E y otros 

compuestos de gran interés nutricional.  El aceite rojo contenido en la fibra 

puede ser recuperado por extracción con CO2 en estado supercrítico, con 

menor eficiencia en la extracción, pero con un extracto más concentrado en 

Tocoferoles y tocotrienoles, sin trazas de solventes orgánicos. 

  

La extracción con fluido supercrítico es una tecnología nueva de aislamiento 

por contacto en equilibrio,  la cual  se basa en las propiedades físico-
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químicas de un fluido supercrítico, en este caso CO2, donde básicamente se 

manejan las variables de proceso que intervienen en la solubilidad, como son  

presión, temperatura, porcentaje del co-solvente y preparación de la muestra.   

Para determinar la actividad antioxidante  de los extractos se escogió la 

evaluación del efecto sobre las lipoproteínas 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 teoría que sugiere que los depósitos de colesterol, lípidos y 

demás constituyentes de la lesión ateromatosa en la intima de los vasos 

sanguíneos es causada por la LDL oxidada (Steinberg, 1991, 

Witson,1994;Obregón 1998). Durante el tránsito 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 Lipoproteínas. 

(Lendon CL et al  1991; Davies MJ et al 1993; WC, JD, et al.,   2007) 

 

Más recientemente, la lipoproteína de baja densidad oxidada (LDLox), la cual 

está involucrada directamente en la formación de la placa de ateroma, ha 

sido asociada al proceso de inestabilidad y extensión de la aterosclerosis 

coronaria. (Meisinger, 2005; Armstrong E, 2006) Sin embargo, existen pocos 

datos clínicos que la relacionen con el pronóstico tras un síndrome coronario 

agudo (Gómez 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) 



16 
 

La vitamina E en estado natural tiene cerca de ocho diferentes formas de 

isómeros, cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles. Todos los isómeros 

tienen anillos aromáticos con un grupo hidroxilo el cual puede donar un 

átomo de hidrógeno para reducir los radicales libres de los materiales que 

componen las membranas biológicas hidrófobas de las paredes de las 

células. Existen formas alfa (α), beta (β), gamma (γ) y delta (δ) para ambos 

isómeros, y se determina por el número de grupos metílicos en el anillo 

cromático. Cada una de las formas tiene su propia actividad biológica 

Muchos estudios han mostrado el efecto de la Vitamina E, en forma de  α-

tocoferol, como un inhibidor de la oxidación 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 α-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 isómeros insaturados de la 

vitamina E, cuyas fuentes naturales son más 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 agregación plaquetaria in vitro e 

inhiben efectivamente en cultivo de células la proliferación de células de 

cáncer de pulmón.(Parker et al., 1993; Qureshi et al., 1997). Adicionalmente, 

el α-tocotrienol tiene una alta actividad antioxidante en microsomas de 

hígado, aun mayor que la reportada para α-tocoferol (Serbinova, et al, 1991; 

Schwenke et al 2002; Sylvester et al 2003). 

Los tocotrienoles también juegan un rol  importante en la prevención del 

desbalance metabólico 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 investigó su efecto 

sobre la susceptibilidad de las LDL a la oxidación inducida por cobre (II), 

según la metodología descrita por Estebahuer et al, en 1986. 

También se investigó de manera comparativa el efecto de la vitamina E 

comercial y la capacidad antioxidante de los extractos ricos en tocoferoles-

tocotrienoles en sistemas químicos generadores de radicales libres como el 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil. (DPPH) (Brand-Williams, et al 1995) 
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2 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 

2.1 La industria de Palma en Colombia 

La expansión del cultivo en Colombia ha mantenido un crecimiento 

sostenido. A mediados de la década de 1960 existían 18.000 hectáreas en 

producción y  en 2007 aparecen registradas alrededor de 225.901 hectáreas 

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 visión 2020 contar para 

este año, con un área sembrada de 636.000 hectáreas 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, Atlántico, Guajira  

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

Oriental  - Meta, Cundinamarca, Casanare, Caquetá  

Occidental  - Nariño  

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

 

Los departamentos que poseen más área sembrada en palma de aceite son 

en su orden: Meta (1), Cesar (2), Santander (3), Magdalena (4), Nariño (5), 

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

 

2.2 Proceso productivo del aceite de Palma 
 

Recepción del fruto:   

 

Los racimos que llegan a las instalaciones de la planta de beneficio son 

pesados y según 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 esterilización.  
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Esterilización: 

 

Es la segunda etapa del proceso en la cual los racimos sufren un tratamiento 

térmico por medio de vapor directo hasta alcanzar una presión y temperatura 

dadas en un tiempo establecido según las características 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 Extracción de aceite 

(TEA) depende de esta etapa. 

 

Objetivos de la esterilización son: 

 

• Inactivar la enzima lipasa, responsable de la hidrólisis del aceite en 

ácidos grasos y glicerol (Desacelera la acidificación del fruto). 

• Secar el punto de unión de la fruta y el raquis para facilitar la 

separación en el desfrutado. 

• Ablandar el mesocarpio para permitir el rompimiento de las celdas 

que contienen el aceite, durante la digestión y el prensado. 

• Reducir el tamaño de la almendra dentro de la nuez lo que facilita 

su desprendimiento de la cáscara en el momento del rompimiento. 

• Coagular las proteínas y el material mucilaginoso para evitar la 

formación de emulsiones que impiden el clarificado del aceite. 

 

Desfrutamiento: 

 

Es la sección en que el fruto, después de cocido, es desprendido del raquis o 

tuza mecánicamente mediante desgranadoras rotativas, que golpean 

repetidamente el racimo para desprender los frutos y permitir su 

procesamiento posterior.   
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Digestión: 

 

Los digestores son cilindros compuestos por un eje vertical rotativo con 

brazos agitadores en donde la fruta es malaxada ó macerada y calentada 

separándola del mesocarpio y rompiendo las celdas que contienen el aceite, 

preparándola para el paso siguiente que es el prensado. 

 

 

Los digestores están equipados con un sistema de inyección directa de vapor 

ó 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 presión de unos conos ubicados a la 

salida, que ejercen la acción de prensado extrayendo el aceite del 

mesocarpio.  El objetivo de esta etapa es romper, mediante calor y presión  

las celdas que contienen el aceite del mesocarpio. La presión aplicada debe 

ser tal que se extraiga la mayor cantidad de aceite y se minimice la rotura de 

nueces y almendras. 

 

Desfibrado: 

 

Está compuesto por el sinfín rompedor de torta la cual  es un transportador 

de paletas que se ha diseñado especialmente para lograr una separación 

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, separándola y 

preparando la fibra para su utilización posterior como combustible y las 

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

 

Clarificación: 

 

La clarificación es una etapa de purificación del aceite crudo extraído de las 

prensas, con el fin de eliminar agua, lodo y materia celular. El aceite crudo de 

palma que entra a clarificación, teóricamente debe contener 35% aceite, 5% 

lodos ligeros, 35% agua y 25% lodos pesados. El proceso de clarificación se 

lleva a cabo en varias etapas, donde predomina el consumo de vapor como 

fuente calórica.  

El recorrido del aceite en el proceso de clarificación mencionando los 

equipos es el siguiente: 

Desarenador: Es un tanque con conos de drenaje en donde se sedimentan 

los volúmenes de arena. Antes de llegar el aceite al desarenador, se adiciona 

agua a 90-95°C para diluir el lodo en el volumen re querido, facilitando su 

separación.  

Tamiz: Recibe el aceite proveniente del desarenador, lo pasa por mallas para 

retirarle el material celular La mayoría 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 recuperación para bombearlo al separador primario. 

Columna Precalentadora : Tiene la función de precalentar el crudo entre 90-

95°C; esto se logra inyectando vapor directo. La ox idación del aceite 

comienza más o menos a los 110°C y por esto la temp eratura ideal es de 90-

95°C.  

Separador Primario ó Clarificador Horizontal Continuo: En este equipo ocurre 

la separación por decantación del aceite, gracias a la diferencia de 
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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 separación 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 interrupción, se inyecta vapor por serpentín para 

mantener la temperatura adecuada para fluidizar el aceite (90-95°C ). Los 

lodos pesados pasan al tanque de lodos.   

Tanque de lodos: Almacena los lodos separados en la etapa primaria. 

Teóricamente los lodos contienen un 10% de aceite, por lo que debe 

someterse a un proceso de separación mecánico que son las centrífugas 

deslodadoras.  El tanque de lodos tiene dos compartimientos, el inferior se 

encarga de almacenar el lodo y por medio de bombas se pasa al ciclón 

desarenador para posteriormente pasarlo a las centrífugas  

Tanque sedimentador. Se encarga de sedimentar las partículas 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 Vacío. Baja la humedad del aceite hasta 0.1% para evitar que el 

aceite se oxide por la formación de peróxidos . El vacío 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 distribución.  

 

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

extracción indicando los subproductos de interés en el desarrollo del 

presente estudio. 
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Figura 2 Diagrama de flujo del proceso de extracción 

Fuente: www.fedepalma.org 
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2.3 Subproductos de la industria de palma de aceite :  

 

Los subproductos generados por el proceso de extracción son de gran 

importancia por su composición, para ser utilizados en su totalidad como bio 

abonos y como combustibles principalmente. La porción equivalente en 

porcentajes, sus características y valores se presentan en el siguiente 

esquema: 

 

 

Figura 3 Balance de materiales en el proceso de extracción 

 

Las hojas y la fibra prensada de la palma de aceite son subproductos de la 

plantación y de las plantas de beneficio y han sido identificadas como 

materiales promisorios para la extracción 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  α-

tocoferol (isómero 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 α-tocoferol  superiores a 10.000 ppm. Así 

mismo, en el aceite residual extraído 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 está constituida en aproximadamente un 50% por tocotrienoles y 50% 

de tocoferoles. 

 

Conforme a las prácticas actuales de cosecha, anualmente una hectárea 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 α-tocoferol.  Y 

con una producción 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/año con una 

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

 
Sundram K. y Gapor, A. 1992, reportan que la extracción con CO2 

supercrítico a 313°K y 2843 psi de hojas secas de p alma, produce un 90% de 

extracción del tocoferol presente en las hojas. 

 

Birtigh et al (1995) encontró que de la fibra residual del proceso de obtención 

del aceite de palma tratado con CO2 supercrítico puede extraerse carotenos, 

tocoferoles y tocotrienoles.   

 

Si además del proceso de extracción se considera el proceso de refinación 

se obtienen otros subproductos de gran interés desde el punto de vista de 
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recuperación de sustancias con actividad biológica, el proceso de refinación 

física genera por destilación en alto vacío un producto denominado ácidos 

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) 

 

                

                     Residuos de mesocarpio en planta extractora 

 

                      

                    Fibra presada                              Aceite rojo de fibra obtenido con 
CO2 Supercritico
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2.4 Extracción supercrítica. 

2.4.1 Fluido Supercrítico 

Un fluido supercrítico es una sustancia que se encuentra en condiciones 

de presión y temperatura superiores a su punto crítico con propiedades 

intermedias entre líquido 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 crítico (PC) este cambio no se produce; por tanto, se puede definir este 

punto como aquel por encima del cual no se produce licuefacción al 

presurizar, ni gasificación al calentar (Çengel Y; Boles M, 1996). 

Desde el punto de vista de la Extracción con fluidos supercríticos (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 supercrítico 

(FSC) es altamente dependiente de su temperatura y presión(anexo 2) (Tzia 

and Liadakis ,2003).   
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Fuente:http://termo.esiqie.ipn.mx/spanish/labtermo/ 

Figura4  Zona de localización de un Fluido Supercrítico (CO2). 

 

En un fluido supercrítico no se distinguen el estado líquido ni el gaseoso 

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

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

propiedades se muestran en la tabla 1.  

 

Tabla 1 Valores Aproximados de Densidades, Viscosidades, Coeficientes de Difusión de 
Gases, Fluidos Supercríticos y Líquidos. 

 
Fluido  Densidad g/cm 3 Viscosidad 

g/cm.s- 1 

Coeficiente de Difusión 

cm 2/s 

Gas 0.6 – 2*10-3 1 – 3*10-4 0.1 – 1 

Fluido Supercrítico 0.2 – 0.9 1 - 3*10-3 0.1 – 5*10-4 

Líquidos 0.6 – 1.6 0.2 – 3*10-2 0.2 – 3*10-5 

Fuente : EU Franck. 1984  
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2.4.2 Mecanismo de Extracción 

La extracción con fluido supercrítico es una tecnología de aislamiento por 

contacto en equilibrio,  que  se basa en las propiedades físico-químicas del 

fluido supercrítico, en este caso CO2, en la que se manejan las siguientes 

variables de proceso que intervienen en la solubilidad: presión, temperatura, 

porcentaje del co-solvente y preparación de la muestra.   Aquí se hace uso 

del aumento del poder de solvatación cuando los fluidos se encuentran por 

encima de su presión y su temperatura critica, para fraccionar mezclas de 

compuestos o separar compuestos orgánicos de componentes inorgánicos 

(Brunner. 1994). 

El proceso se inicia con la alimentación; generalmente un sólido molido se 

carga al extractor y el CO2 es alimentado al extractor a través de una bomba 

de alta presión (100 a 400 Bar). El CO2 comprimido se calienta en un 

intercambiador de calor hasta la temperatura de extracción (30 a 60 °C). 

Luego ingresa al extractor y procede a extraer la esencia de la matriz 

herbácea cargada.  La mezcla CO2-extracto es enviada a un separador (150 

a 50 Bar) con un previo paso a través de una válvula de expansión. A la 

temperatura y presión reducidas, el extracto precipita espontáneamente en el 

separador, mientras el CO2, libre de cualquier extracto, es reciclado al 

proceso. 

En algunas ocasiones se mezclan otras sustancias o cosolventes con el CO2 

de alta presión para aumentar el poder de solvencia o la selectividad de la 

separación para componentes específicos. La separación se produce 

comúnmente 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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Figura 5  Esquema del proceso de extracción 

La figura 2 muestra  un diagrama esquemático del proceso de SFE. Los 

cuatro pasos principales involucrados son: Extracción, Expansión, 

Separación y Compresión del solvente. Los cuatro equipos críticos del 

proceso son: Un extractor de alta presión, una válvula de expansión, un 

separador de baja presión y una bomba para elevar la presión del solvente 

reciclado. (Kiran, 2000) 

                         

Figura6   Equipo de extracción de laboratorio 
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2.4.3 Ventajas de la extracción con fluidos supercríticos  
 

En los últimos tiempos la extracción con fluido supercrítico ha alcanzado un 

mayor auge por la aplicación que se ha encontrado en la industria.  Entre las 

principales aplicaciones se encuentra el descafeinado del té y café, 

extracción de lúpulos, aromas, sabores, perfumes y especias, extracción de 

aceites vegetales y grasas de semillas, extracción de glucosa y celulosa 

entre otros (Brunner 2004). 

 

Adicionalmente el dióxido de carbono supercrítico (SC-CO2)  es abundante, 

barato, fácil de transportar, está disponible en altos grados de pureza, no es 

inflamable ni tóxico, se produce naturalmente  y es metabolizado por los 

organismos vivos. El SC-CO2 es un solvente conveniente para el aislamiento 

de substancias deseadas de la matriz natural, porque tiene una temperatura 

crítica baja, es un solvente limpio,  no causa ningún 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 CO2 tiene limitaciones en cuanto a la extracción de compuestos polares, 

pero este inconveniente se puede resolver añadiendo etanol como 

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

              

La tecnología de fluidos supercríticos 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 enriquecimiento superiores 

a cuatro con respecto a la extracción con solventes orgánicos tradicionales 

(De Lucas, A, et al., 2002). 
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En la Tabla 2, se reportan los resultados obtenidos  de la extracción con 

fluidos supercríticos de diferentes matrices vegetales. 

 

Tabla 2, Resultados obtenidos  de la extracción con fluidos supercríticos de diferentes 
materiales vegetales.  

Material 

vegetal 

Técnica  Condiciones 

óptimas 

% p/p de tocoferol 

en las fracciones 

obtenidas 

Autor  

Hojas de 

palma 

SC-CO2 30 Mpa, 343K 11.3 Brunner et al., 

1995 

Salvado de 

arroz 

SC-CO2 25 Mpa, 313K 0.6 King et al.,1996 

SC-NO2 15.2MPa, 323K 10.4 

Lodos de 

soya 

Esterificación

- SC-CO2 

35.5MPa, 318K 40.0 Lee et al.,1991 

Germen de 

trigo 

SC-CO2-

cromatografí

a SC 

preparativa 

25 MPa 95 Sayto and  

Yamamuchi, 

1990 

Hojas de olivo SC-CO2
 25 MPa, 313K 74.5 De Lucas, A et 

al., 2002 SC-CO2
 25 MPa, 313K 97.1 

 

 

2.5 Características químicas de la Vitamina E 

 

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

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

fase de propagación de las reacciones de formación de radicales.  Análisis 

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

grupos: cuatro tocoferoles (TF) (α, β, δ, γ) y cuatro tocotrienoles (T3E) (α,β, 

δ, γ) que se diferencian entre si debido a que la cadena lateral en C2 del 

cromanol en TF es un fitilo mientras que en T3E es un isoprenoide 
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insaturado. Esta diferencia les da características funcionales específicas y 

diferentes tipos de actividad. La diferencia entre los cuatro TF y T3E radica 

en el número y la posición de grupos metilo del anillo cromanol (α - tiene 3, β 

y γ - tienen 2, mientras que δ - tiene 1).  (Bender,1992). (Figura 7) 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Estructura química 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 únicas.  Los T3E han probado ser un antioxidante más potente que los 

TF (40-60x), así mismo han demostrado tener efecto sobre  la aterosclerosis, 

niveles plasmáticos de colesterol y otros lípidos sanguíneos relacionados con 

la enfermedad cardiovascular (ECV).  A nivel de terapia contra el cáncer, han 

demostrado poseer mejor actividad antitumoral que los TF. Así mismo, 

confieren mejor protección 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)  

 

2.5.1 Efectos sobre la Salud 

 

Se han estudiado en detalle los beneficios de la vitamina E en la prevención 

de la ECV y diversos estudios epidemiológicos (Stephens 1996) han 

mostrado una relación inversa entre su ingesta y la ECV, mientras que la 

ingesta de otros antioxidantes dietarios como vitamina C y el β-caroteno no 

muestran la misma correlación, lo que sugiere que la vitamina E juega un 

papel específico e importante que va mas allá de la simple función 

antioxidante.  Sin embargo estos estudios no han podido demostrar una 

relación significativa entre niveles plasmáticos de vitamina E (vista como α-

TF) y las muertes por ECV.  Últimamente hay reportes que sugieren  que en 

algunos casos el tocoferol puede tener efectos deletéreos de la salud (Miller 

et al 2005) 

La acción del α-T3E en la reducción del ColS podría deberse a su inhibición 

de la HMG-CoA reductasa. En 1994, Correll et al. encontraron que el farnesol 

incrementa la degradación 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 oxidación lipídica es un proceso complejo que implica numerosas 

reacciones que dan lugar a una variedad de cambios físicos y químicos. La 

naturaleza y extensión de estos cambios se ven influenciadas por un gran 

número 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: iniciación (lag),  propagación 

(log) y terminación. 

 

Puesto que la evolución de la reacción RH + O2        radicales libres, es difícil 

termodinámicamente, la producción de los primeros radicales necesarios 

para iniciar la propagación de la reacción se consigue normalmente por 

medio de un catalizador. Se ha propuesto que la etapa de iniciación tiene 

lugar por descomposición de un hidroperóxido mediante un catalizador 

metálico o por exposición a la luz.   

 

Una vez formado un número suficiente de radicales libres (R·), la reacción en 

cadena se propaga al captar átomos de hidrógeno en las posiciones α de los 

dobles enlaces. En estas posiciones, después de la adición de oxígeno, se 

forman los radicales peróxidos (ROO·), que a su vez captan hidrógeno de los 

grupos  α- metilénicos RH de otras moléculas para dar hidroperóxidos ROOH 

y grupos R· ; estos a su vez reaccionan con el oxígeno repitiéndose 

nuevamente la secuencia de reacción descrita. (Ozilgen, S. y Ozilgen, M. 

1990) 

Los hidroperóxidos, productos primarios de la oxidación lipídica, son 

relativamente inestables, e intervienen en numerosas y complejas reacciones 

de ruptura e interacción con compuestos de distintos pesos moleculares, 

capaces de producir aldehídos, cetonas, polímeros y otros compuestos que 

se han usado como indicadores de deterioro oxidativo. 

 

De acuerdo a los mecanismos de reacción, la velocidad de oxidación de 

lípidos global podría ser alta cuando grandes cantidades de radicales libres 

se encuentran en la etapa de propagación. En los estados tempranos, las 

reacciones de iniciación y propagación son las dominantes, mientras que los 

estados posteriores, debido al incremento de la concentración de radicales 
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libres, las reacciones de terminación comienzan a tener importancia. En los 

estados finales, la probabilidad de ocurrencia de las reacciones de iniciación 

y de propagación es baja debido a la disminución de la concentración de los 

sustratos (ácidos grasos con dobles enlaces). (Ozilgen, S. y Ozilgen, M. 

1990) 

La autoxidación de los lípidos ocurre fundamentalmente debido a los ácidos 

grasos insaturados a través de una serie de reacciones en cadena de 

radicales libres, que tiene las fases de iniciación, propagación y terminación. 

En la etapa de iniciación el radical lipídico, R  se forma a partir del lípido 

(RH), usualmente por el ataque de radicales, luz, calor, irradiaciones o por 

trazas de metales. El radical lipídico (R ) formado reacciona rápidamente con 

oxígeno para dar un radical peroxilo (ROO ), el cual ataca otra molécula de 

lípido (RH) y sustrae un átomo de hidrógeno para formar un hidroperóxido 

lipídico (ROOH), y un nuevo radical lipídico, que inicia de nuevo la secuencia 

de propagación. De esta manera, muchas moléculas de lípidos pueden ser 

oxidadas hasta hidroperóxidos por muchas formas de iniciación. El ciclo de 

propagación es interrumpido por las reacciones de terminación, en las cuales 

hay consumo de los radicales. Las interacciones bimoleculares de radicales 

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

Tabla 3 Determinación del estado oxídativo 

  
Productos  Método analítico  

Dienos conjugados Esp. UV λ 234 nm 

Hidroperóxidos Valor Totox (2 Indice de peróxidos + valor de 

anisidina) 

Peróxido Titulación  Yodo 

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

controladas 

Cromatografía de gases 

Radical catión ABTS●+        Esp. Vis  λ 734nm 

DPPH                    Esp. Vis  λ 517nm , t: 30’ c/6s 
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•OH●                                    Espectrometría de resonancia de                     

rotación de espín 

H2O2     Esp. UV λ 230nm 

 

2.7  Medición de la actividad antioxidante 

 

Los métodos de determinación de la actividad antioxidante se basan en la 

verificación de la reacción de un agente oxidante  sobre un extracto oxidable, 

la inhibición de este fenómeno es proporcional a la actividad antioxidante del 

compuesto evaluado (Antolowich et al 2002) 

 

Muchos procedimientos usan una oxidación acelerada involucrando un 

iniciador para manipular una o más variables en el sistema de prueba; tales 

iniciadores incluyen adición de un metal de transición como catalizador, 

exposición a la luz para promover oxidación foto sensibilizada por oxigeno 

singlete (Antolowich et al 2002), y fuentes de radicales libres (Li y Cheng 

2003) 

La oxidación de las lipoproteínas 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 medición del efecto de 

distintos compuestos y mezclas complejas sobre la oxidación de las LDL 

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

Para ello, se aíslan LDL de sangre y se incuban con un inductor de la 

oxidación, como el sulfato de cobre, y el antioxidante o mezcla en estudio. 

Los ácidos grasos presentes en la partícula LDL comienzan a oxidarse 

formándose los dienos conjugados, que son productos intermedios de 

oxidación. Estos se detectan y se cuantifican espectrofotómetricamente a 

234 nm ( Esterbawer H et al 1986).  El control se realiza incubando las LDL 
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con el inductor de la oxidación en ausencia del antioxidante. Los resultados 

se expresan como porcentaje de inhibición de la oxidación de las LDL 

respecto al control, luego de transcurridas 2 horas de la reacción, 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 oxidación pasa por tres fases consecutivas, la fase de latencia (lag) que 

se caracteriza por una degradación mínima de los PUFAs y una pérdida de 

los antioxidantes; después los PUFAs se oxidan a hydroperoxidos lipídicos  

que sólo son productos intermedios (fase de propagación-log). Estos 

productos se descomponen en derivados de aldehídos, acompañados por 

grandes cambios en la partícula de LDLs (fase de  descomposición). La 

duración de la fase lag muestra una relación lineal con el contenido de alfa-

tocoferol en las LDLs. (Esterbauer H et al 1992) 

 

Como se sabe, las lipoproteínas de baja densidad están compuestas por 

alrededor de 3000 ácidos grasos (50% poliinsaturado) y una molécula simple 

de  apolipoproteina B100 (500 kDa). Aparentemente la oxidabilidad de las 

LDL con antioxidantes propios representa un parámetro muy sensible al 

cambio en la composición de los ácidos grasos en la  LDL, donde  la 

resistencia global a la oxidación de LDL es una combinación de la 

contribución individual de diferentes factores como la composición total de 

lípidos, la densidad de la LDL y el contenido de antioxidantes. (Kontush et al 

2002) 

 

Giacopini et al 2002 encontró que el alfa-tocoferol es sólo un contribuyente 

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

oxidativas usando de 7.5 a 14 µmol Cu2+ por cada  µmol LDL. 
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2.8 Medición de la capacidad de atrapar radicales libres 
 
Los radicales libres y otras especies oxidadas se forman metabólicamente 

como intermediarios parcialmente reducidos, son especies moleculares 

activadas, dotadas de un electrón desapareado y por lo tanto con 

propiedades paramagnéticas que les confieren una alta e indiscriminada 

reactividad .(Halliwell y Gutedrich 1999) 

 

La evaluación de actividad antioxidante a través de fuentes generadoras de 

radicales libres en el sistema de prueba, asume que la oxidación 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 evaluación de la actividad antioxidante debido a su estabilidad. (Brand  

Williams et al 1995) 

 

 
 



41 
 

3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

Determinar la capacidad protectora de los extractos obtenidos con CO2 

supercrítico de los residuos de Palma de aceite, frente a la oxidación 

inducida in vitro de la Lipoproteínas de baja densidad. 

 

3.2 Objetivos específicos 

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 extracción con CO2 supercrítico 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 supercríticos sobre la 

oxidación 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 METODOLOGÍA 

4.1 Reactivos y equipos 

Reactivos 

CO2 pureza 99% Cryogas 

Metanol reactivo para HPLC Merck 

Etanol (J. T. Baker, grado HPLC  

SERA-PAK®  Kit para cuantificación de colesterol Merck. 

Reactivo de precipitación de LDL (0,68g/l de Heparina correspondiente a 

1000.000 UI/l, 64mmol/l de citrato sódico. 

Solución de reacción para la determinación de colesterol Ecoline® 25 

Solución patrón de colesterol de MERK system solution. 

Sulfato de cobre pentahidrtado de Biomedical 

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

 α-Tocoferol 99,5% de SIGMA. 

Solución de buffer de fosfatos 0,01M, pH 7,4 y NaCl 0,16 M. (A partir de 

Na2HPO4  anhidro y NaH2PO4.H2O). 

Dimetil sulfoxido DSMO 

Equipos : 

Estufa Memmert 845 Schwabach 

Molino de martillos Raymon N°82 

Celdas de cuarzo 

Espectrofotómetro Helios β No. UVB 052205 

Extractor Soxhlet de alta presión J&W Scientific, Folsom, C.A., USA. 

Baño circulatorio Fisher Scientific, model 901. 

Balanza Analítica 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 µL SHOTT.  

 

4.2 Toma de muestras de material vegetal  
 

La estimación a nivel regional y nacional del potencial de recuperación de 

tocoferoles y tocotrienoles  a partir de la fibra extraída de palma y de foliolos 

se llevó a cabo en las cuatro regiones palmeras tomando como base de 

selección de las plantaciones a muestrear, su nivel de participación por 

producción 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 presentación del 

proyecto a diferentes plantaciones del país, se recibió el compromiso de 

participación 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 aplicó un protocolo de recolección de 

muestras con el fin de garantizar su homogeneidad y otorgar así confiabilidad 

a los resultados del proyecto.(anexo 12) 
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Tabla 4  Plantaciones que participaron en el muestreo        

 

4.3 Extracción supercrítica 

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

cuatro principales pasos involucrados son: Extracción, Expansión, 

Separación y Compresión del solvente. Los cuatro equipos críticos del 

proceso son: Un extractor de alta presión, una válvula de reducción, un 

separador de baja presión y una bomba para elevar la presión del solvente 

reciclado.  

 

 

Figura 8   Diagrama básico del proceso de EFS 

Región  Norte Central Oriental Occidental 

Departamento  Cesar Santander Meta Nariño 

Municipio  Copey Puerto wilches Cumaral Tumaco 

Código  A B C D 

No. Muestras  18 14 17 13 
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La fibra prensada para los ensayos de extracción supercrítica se obtuvo de 

dos plantaciones que en los datos recolectados de la caracterización 

nacional mostraron menores coeficientes de variación en su composición 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 CO2   con 99.9% de 

pureza se obtuvo de CRYOGAS. 

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

vacío hasta su extracción. 

El equipo de extracción supercrítica usado fue el construido en el desarrollo 

del proyecto Colciencias 580-2002, con la adición de una Bomba de alta 

presión de hasta 20ml/min. 

                        

Ilustración  1 Equipo de Extracción construido en el proyecto Colciencias 580-2002 

4.3.1 Procedimiento de extracción 

La fibra prensada de palma (500g) se cargó al recipiente de extracción de 

1.6Lts y el CO2 se alimentó bombeándolo a 20 ml/min de manera continua 
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durante 3 horas a presiones 1500psi, 3000 psi y 4500 psi con la adición de 

3% de etanol como cosolvente en todos los casos. 

Los extractos se recolectaron con intervalos de 30 minutos en la válvula de 

expansión de recipiente separador y se reservaron para análisis 

cromatografico de su contenido de tocoferoles / tocotrienoles. 

4.3.2 Acondicionamiento del material vegetal para la extracción 

La fibra y los foliolos  se acondicionaron primero secándolos hasta peso 

constante a 60 °C en una estufa con aire caliente y  moliéndolos en un molino 

de martillos con un tamaño de malla de 1,4 mm.  Se secaron con el fin de 

disminuir la actividad de agua y la molienda se utilizó para aumentar la 

superficie de contacto del agente separador, CO2 supercrítico y homogenizar 

la muestra.  

4.4 Evaluación del contenido de vitamina E : 
 

El análisis del contenido potencial de vitamina E (Tocoferoles y 

Tocotrienoles) en el material vegetal se basó en la metodología descrita por 

Pascal et al., 2004,  con modificaciones hechas en el Laboratorio de 

Caracterización de Aceites de CENIPALMA. Se pesaron 150 mg de arena 

blanca previamente lavada y seca. Se tomó el material vegetal  y se cortó en 

trozos pequeños, se homogenizó y se pesó con precisión de 0.1 mg una 

muestra de 125 ± 25 mg. 

 

El material se maceró con la arena hasta pulverización. Se adicionaron 2 mL 

de cloroformo y se continuó la maceración. El contenido se trasvasó 

cuantitativamente a un tubo tapa azul de 13 mL y se realizaron extracciones 

con 2 mL hasta completar un volumen de 10 mL. Se agitó en vortex por 30 

segundos para homogenizar la solución y se centrifugó a 4000 rpm por 2 
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minutos. 1 mL de la solución se filtró en membrana de 0.45 mm y 20 µL de la 

solución filtrada se inyectaron al cromatógrafo para su respectivo análisis. 

Este se realizó por cromatografía líquida 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 2µm 4.6 x 

50 mm). Como fase móvil se usó una mezcla de MeOH: H2O con flujo 1,6 

mL/min de acuerdo con la programación de gradiente que se ilustra en la 

tabla 5. 

Tabla 5  Condiciones de la fase móvil en el análisis de tocoferoles y tocotrienoles por HPLC 

Tiempo, min  Metanol, %  Agua, %  

0 80 20 

8.5 100 0 

15 100 0 

17 80 20 

 

Para la cuantificación de α-tocoferol se empleó el método de estándar 

externo. Se utilizó un patrón certificado SIGMA, lote 119H0889. La curva de 

calibración se realizó con cinco puntos en concentraciones desde 0.5 hasta 

10 mg /L y presentó un R2 = 0.9997. 

Para la cuantificación de tocotrienoles y la identificación y cuantificación de 

los isómeros de la vitamina E  se uso un patrón secundario Tocomin®  

mezcla de tocoferoles y tocotrienoles que es obtenido por destilación 

molecular a partir de aceite de palma, producido y comercializado por 

Carotech industries de Malasia, del cual se conoce la composición en ppm 

de isómeros de la vitamina E. 

 

Para el análisis del contenido de vitamina E en los extractos obtenidos con 

CO2 supercrítico, se procedió a la preparación de soluciones de los extractos 

en Cloroformo, para su inyección en el cromatógrafo, los parámetros de 
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elusión, arreglo de solventes y condiciones de detección son los mismos que 

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

 

 

4.5 Análisis de la capacidad protectora in vitro de los  tocoferoles 
y tocotrienoles presentes en los extractos sobre la  oxidación 
de la LDL . 

Para medir el efecto de los extractos sobre la oxidación 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 diálisis de 

la muestras. Para ello, se aíslan LDL de sangre y se incuban con un inductor 

de la oxidación, sulfato de cobre Cu+2, y el antioxidante o mezcla en estudio.  

Los ácidos grasos presentes en la partícula LDL comienzan a oxidarse 

formándose los dienos conjugados, que son productos intermedios de 

oxidación. Estos se detectan y se cuantifican en un espectrofotómetro a 

234nm. El control se realiza incubando las LDL con el inductor de la 

oxidación en ausencia del antioxidante. Los resultados se expresan como 

tiempo de latencia (lag) y tasa de cambio como ∆ Absorbancia /mn respecto 

al control.  

4.5.1  Toma de muestra 

Este estudio fue realizado en una población masculina sana, entre 25-45 

años (n=10) de donantes voluntarios, no fumadores y sin tratamiento previo 

de  antioxidante. Dichos individuos fueron escogidos al azar. 

Para la evaluación del potencial de oxidación, 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 básales en suero de colesterol, triacilglicéridos, HDL-

Colesterol (SERA-PAK®), y LDL-Colesterol utilizando la fórmula de Friedwald:  

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

 

4.5.2 Obtención de las fracciones de lipoproteínas LDL 
 

Las diferentes fracciones de lipoproteínas del suero fueron obtenidas por 

precipitación diferencial con reactivo ECOLINE® 100.000 U/L de Heparina. 

Se tomaron 4 ml de suero y se le agregó un volumen igual (1:1) de reactivo 

de precipitación, centrifugándose a 26.000g por 30 min a temperatura 

ambiente. Se tomó el precipitado del tubo y se resolubilizó en buffer fosfato 

de pH 6.4 para la posterior determinación de la concentración de proteína.   

4.5.3 Oxidación in vitro de la fracción lipoproteínas de baja 
densidad (LDL) 

Las fracciones de LDL fueron oxidadas in vitro por el método propuesto por 

Estebahuer et al, en 1986.  La oxidación de las LDL se activó por la adición 

de Cu+2 en solución de concentración 20µM/l en ausencia o presencia del 

extracto antioxidante a evaluar, el cual se preparó en dimetil sulfóxido (DMS) 

a una concentración equivalente, en todos los casos a 40 µM /L de α-

Tocoferol. 

La oxidación de las LDL se monitoreó de manera continua por lecturas de la 

absorbancia a 234 nm directamente sobre el carrusel del espectrofotómetro 

Spectronic Helios β. UV-Vis de haz sencillo, con 7 cubetas programables, 

mantenido a 37°C con baño serológico. 
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4.5.4 Expresión de los resultados 
 
Los resultados se expresan de forma grafica como la tasa de variación de la 

absorbancia contra el tiempo, y en la intersección de las dos pendientes de la 

grafica en las fases de latencia (lag) y fase logarítmica (log) se determina el 

tiempo total de latencia.  En la ilustración 2 se muestran curvas típicas de 

evolución de la absorbancia como una media del incremento de los dienos 

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

                                   
Ilustración 2 Evolución de la Absorbancia con el tiempo 

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

las ecuaciones de la curva en la zona de inducción (lag) y propagación (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 proporción 1:2 (v/v) con la solución metanólica de 
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DPPH (5,07x10–5M). La concentración de la solución de DPPH fue ajustada 

en el rango (3,8 x 10–5 - 6,3 x 10–5 M), de acuerdo con la ecuación: 

A λ 550 = 20,36 [DPPH] + 0,02338 

La lectura de absorbancia a 550 nm fue tomada exactamente veinticinco 

minutos después de iniciada la reacción y la decoloración fue comparada con 

una solución que contenía la misma proporción (1:2) de metanol y DPPH. 

El porcentaje de decoloración del DPPH fue calculado de acuerdo con la 

siguiente expresión: 

%Decoloración = 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 preparó una solución patrón de 2000 ppm del radical libre 1,1-difenil-2-

picril-hidrazilo (DPPH) en metanol grado analítico, la cual se almacenó a 0º C, 

en recipiente ámbar recubierto con papel aluminio para mayor protección 

contra luz. Para efectos de esta evaluación se preparó una solución de 

trabajo de DPPH diariamente, a partir de la solución patrón, almacenada en 

recipiente ámbar recubierto con papel aluminio y conservada en baño de 

hielo. 

Se realizó seguimiento de la inhibición 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 solución de trabajo del radical libre DPPH, a través de la lectura 

espectrofotométrica en el rango visible a 550nm; para cada extracto se 

graficó el porcentaje de decrecimiento de la absorbancia en el medio de 

reacción contra la concentración del extracto con el fin de determinar la 

correlación y la ecuación de la curva usando la herramienta Excel, con la 

cual se calcula la inhibición del 50% como una forma de expresión de los 

resultados( EC50 ). 
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4.7 Manejo estadístico de los resultados 

Para todos los ensayos se utilizó el programa estadístico statgraphics plus 

5.1; el análisis de ANOVA se corrió previa verificación de la normalidad e 

independencia. 

En el caso de los análisis 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 evaluación realizada el 

comportamiento de los datos no se ajuste a una distribución normal de 

gauss. Por lo tanto para evaluar el efecto de los tratamientos se acudió a 

pruebas estadísticas que no se basan en ninguna suposición en cuanto a la 

distribución 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 parámetro de centralización la mediana, que 

es aquel punto para el que el valor de X está 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 versión no paramétrica. El método consiste en ordenar los 

datos por filas o bloques, reemplazándolos 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 propósito de conocer el potencial de recuperación 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 análisis de aceites de Cenipalma según el método descrito.  

 

Los resultados obtenidos se evaluaron mediante un análisis de varianza de 

un solo factor donde se encontró 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 

descartó la posibilidad de obtener un valor representativo del contenido 

promedio a nivel nacional.   

 

Los resultados a nivel individual de las plantaciones agrupadas por región de 

los contenidos de aceite, tocoferoles y tocotrienoles fueron sometidos a 

evaluaciones estadísticas exploratorias cuyo resumen se muestra en la Tabla 

6, donde se destaca una variación 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 dispersión 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 varían 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 o a la suma de los isómeros.  (Sundram and Gapor 1.992).   

 

Con base en esta información se escogió la zona central como fuente del 

material vegetal usado en la extracción supercrítica y en la evaluación de la 

actividad antioxidante de los extractos.  Los datos crudos del muestreo y la 

estadística correspondiente se encuentran en el anexo 1. 

 

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

 

Origen  

* 

Aceite 

residual  

β+γ 

Tocoferol  

α-

Tocoferol  

δ-

Tocoferol  

β+γ 

Tocotrienol  

α-

Tocotienol  

δ-

Tocotrienol  

V. E 

Total  

Zona Norte 7.3% 120 268 7 203 127 52 778 

Zona 

Central 

6.5% 282 446 9 197 450 125 1510 

Zona 

Oriental 

7.1% 242 242 n.d 270 255 64 1073 

Zona 

Occidental 

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

* Los valores corresponden al promedio de 16 muestras por región 
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Tabla 7.  ANOVA para Tocoferoles totales según Región de origen 
 
                            Análisis de la Varianza 
Fuente  Sumas de 

cuad.      
Gl Cuadrado 

Medio   
Cociente -F    P-Valor  

Entre grupos            1,14971E6      3 383235,0     1144,76        0,0000 
Intra grupos              20086,4      60 334,774   
Total (Corr.)           1,16979E6     63 
 
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia 

estadísticamente significativa entre las medias de las 4 regiones evaluadas a 

un nivel de confianza del 95,0%. 

 
Tabla 8.  ANOVA para Tocotrienoles totales según Región de origen 
 
Fuente  Sumas de 

cuad.      
Gl Cuadrado 

Medio   
Cociente -F    P-Valor  

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 p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia 

estadísticamente significativa entre las medias de las 4 regiones evaluadas a 

un nivel de confianza del 95,0%. 

 
 

5.2 Distribución de los isómeros de vitamina E en l os extractos 

vegetales 

 

Para ilustrar la composición de tocoferoles y tocotrienoles, en la figura 9 

puede observarse un cromatógrama donde se registran 6 picos que 

corresponden a los ocho isómeros de la vitamina E, ya que los isómeros β+γ 

tocoferol y tocotrienol no se separan por el método usado. 
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Figura 9. Cromatograma obtenido en la determinación de vitamina E en aceite rojo extraído 
de fibra residual. HPLC/FL, Chromolith RP-18e 2µm 4.6 x 50 mm. 

 

 

Cuando se analiza la distribución porcentual de los isómeros 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 

distribución de 50:50 con un contenido comparativamente superior de 

tocoferoles totales, particularmente α− tocoferol.   
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Tabla 9. Distribución porcentual de los isómeros  
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Grafica 1.Distribución por isómeros en cada una de las regiones evaluadas 

 
 

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

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

de 60:40.  

 

Isómeros  Zona Norte  Zona Central  Zona 
Oriental 

Zona 
Occidental 

Aceite  de 
Palma 

(Szulczews
ka et al 
2004) 

Aceite  de Palma  
Nacional 

(Corredor et al 
2003) 

 ppm  % ppm  % ppm  % ppm  % ppm  % ppm  % 
β+γ-Tocoferol 120 15 282 21 242 23 122 9 8 1 11 1 
α-Tocoferol 268 34 446 34 242 23 528 39 169 15 237 17 
δ-Tocoferol 7 1 9 1 nd 0 nd 0 3 0,2 17 1 
Tocoferoles 
totales  396 51 738 56 483 45 650 48 180 16 267 19 

β+γ-Tocotrienol 203 26 197 15 270 25 113 8 636 56 848 60 
α-Tocotrienol 127 16 450 20 255 24 450 34 232 20 240 17 
δ-Tocotrienol 52 7 125 9 64 6 129 10 88 8 62 4 
Tocotrienoles 
totales 382 49 772 44 590 55 692 52 956 84 1150 81 

Vitamina E 
Total 778  1510  1073  1342  1136  1417  
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El fenómeno de enriquecimiento del aceite rojo residual proveniente de la 

fibra especialmente en alfa tocoferol con relación al aceite crudo obtenido en 

la primera presión, ha sido reportado por otros autores como Lau et al en 

2006.  Esto puede deberse a la asociación de la vitamina E en la membranas 

de las células mas internas del mesocarpio,  las que no están disponibles 

para ser extraídas por los procesos mecánicos en las prensas de tornillo. 

 

5.3 Contenido de vitamina E en el extracto de folio los 
 
Con el propósito de determinar el potencial de recuperación 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 tenía 

un efecto sobre los contenidos. 

En la determinación de vitamina E en foliolos de palma de aceite se 

esperaba encontrar varios o todos los isómeros (α,β,γ,δ−tocotrienoles y 

α,β,δ,γ−tocoferoles).  Sin embargo, solo se detectó el isómero α-tocoferol 

(Figura 10).  En la metodología se estudió la posible variación del contenido 

de vitamina E en muestras secas y se determinó la reproducibilidad de la 

metodología usando como parámetro la desviación estándar y la desviación 

estándar relativa entre las mediciones. 
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Figura 10.Cromatograma obtenido en la determinación de vitamina E en foliolos. HPLC/FL, 
Chromolith RP-18e 2µm 4.6 x 50 mm. 

 

Con la metodología establecida, se procedió 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 más o menos la desviación estándar (SD) fue de 160 ± 10. 

Estos valores están de acuerdo con las determinaciones de α-tocoferol 

realizadas por Pascal et al., 2004. 

 

Los análisis de varianza evidenciaron que existen diferencias altamente 

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

(apical, medio y basal), así como entre las diferentes hojas (1, 3, 7 y 9). 

 



60 
 

Tabla 10. Contenido de vitamina E como α-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 α,-tocoferol , mg / kg foliolo 

fresco 

1 Apical 22 ± 4.9 

1 Media 14 ± 5.3 

1 Basal 20 ± 1.2 

3 Apical 74 ± 14.3 

3 Media 62 ± 1.9 

3 Basal 54 ± 3.5 

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 análisis estadístico realizado a los resultados de análisis 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 interacción,  lo 

que 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 realizó el muestreo. 
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Tabla 12 Vitamina E por zona de la hoja 

 

ZONA DE LA HOJA  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 α,-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 extracción supercrítica, por tener el mayor 

contenido de α,-tocoferol. La toma de muestra se describe en el anexo 12. 
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5.4 Resultados de extracción supercrítica 
 

5.4.1 Recuperación 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 metodología, la técnica de extracción usada en este 

estudio  es un proceso isotérmico a 40ºC, con la adición de 3% de Etanol, 

donde se vario la presión del CO2 en un rango entre 1500 y 4500 psi, lo que 

trae como consecuencia un cambio en propiedades como la densidad 

(anexo2) del CO2  ,  el volumen especifico y por lo tanto la relación de masa 

entre el solvente y el soluto afectando el fenómeno de transferencia de masa 

en la extracción. 

En esta dirección, Lik Nang en 2008 reporta un incremento de la solubilidad 

del aceite de palma en el CO2 que 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 extracción de aceite rojo a partir 

de la fibra seca en las diferentes condiciones de presión, comparando los 

resultados con el método tradicional de extracción con hexano para el mismo 

material.  En el anexo 3 se encuentran los datos crudos de las extracciones y 

la estadística correspondiente. 
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Tabla 14  Porcentaje de extracto recuperado sobre muestra seca 

Presión de 
extracción 
en psi 

Temperatura 
de 
extracción 
ºC 

Peso de 
fibra seca 
en gr. 

Peso de 
extracto 
recuperado 
en gr. 

% de 
Extracto 

% de aceite  
por método 
Soxlhet con 
hexano 

% de 
recuperación 

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 extracción por el método soxlhet 

con hexano y la extracción supercrítica a 4500 psi se encuentra que existe 

una diferencia estadísticamente significativa entre los dos métodos de 

extracción en un nivel de confianza del 95%. 

 

Tabla 15  ANOVA para la recuperación según tipo de extracción 
 
 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de los 
cuadrados 

F Probabilidad 

Entre grupos 116,6      1 116,6    1266,25       0,0000 

Dentro de los grupos 2,02583     22 0,0920833     

Total 118,626     23       

 

Tabla 16  Contraste Múltiple de Rango para recuperación según tipo de extracción 

 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
Nivel             Frec.         Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
2-Supercritica      12        4,30833           X  
1- Soxhlet            12        8,71667            X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
1 - 2                                     *4,40833              0,25692            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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5.4.2 Concentración de vitamina E en el aceite rojo extraído de la 
fibra 

 

La presencia de un 3% de etanol modifica la polaridad del CO2, permitiendo la 

salida a baja presión de los Tocoferoles- Tocotrienoles pues resultan más 

solubles que los triglicéridos en el CO2 a las condiciones descritas, tal como lo 

confirman otros estudios que describen el fraccionamiento de aceites por CO2 

supercrítico, 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 dilución pues 

el porcentaje de recuperación de aceite rojo se correlaciona de manera 

inversa a la concentración de vitamina E en los extractos, tal como se observa 

en la tabla 17 donde la concentración de tocoferoles y tocotrienoles en el 

extracto obtenido a 1500 psi es aproximadamente 2.5 veces la concentración 

en el extracto obtenido a 4500 psi.    

Los datos crudos de extracción y la estadística correspondiente se encuentran 

en el anexo 4. 

Tabla 17   Concentración de vitamina E en el aceite rojo obtenido  con CO2 supercrítico a 

partir de fibra. 

 

Presión de 
extracción 
en psi 

Gramos de 
fibra en el 
extractor 

Gramos de 
extracto 
recuperado 
n = 12 

% de 
Extracto 
recuperado 
con CO2 

mg de 
TyT3/kg de 
extracto 
supercrítico  

mg de 
TyT3/kg de 
extracto en 
cloroformo 

1500  500 4,5 0.89% 2630 1785 

3000 500 7,9 1.58% 1393 1785 

4500 500 21,5 4.3% 1092 1785 
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La mayor solubilidad de los tocoferoles y tocotrienoles en el CO2 a más baja 

presión potencialmente permitiría la obtención de extractos enriquecidos. 

Cuando se evalúan los resultados de extracción de  tocoferoles y 

tocotrienoles en cada una de las presiones de trabajo se encuentra que 

existen diferencias significativas en el porcentaje de recuperación bajo cada 

condición de estudio en un nivel de confianza de 95%, estos datos se 

evidencian en la tabla 18. 

Tabla 18   Resumen Estadístico para Tocoferoles y tocotrienoles totales recuperados por 
CO2 supercrítico a partir de fibra seca. 
 
PRESIÓN             Frecuencia          Media               Varianza                    Desviación típica    
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              

Análisis 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 Concentración de vitamina E en los extractos de foliolos 

Los foliolos por su parte presentan un mal comportamiento frente a la 

extracción supercrítica, reportando extractos de muy baja concentración 

comparada con la obtenida por agotamiento con cloroformo, debido  

posiblemente a un fenómeno de  compatibilidad de los otros componentes 

que co-eluyen con el tocoferol a las condiciones de extracción supercrítica 

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

 
Presión de 
extracción 
en psi 

Temperatura 
de 
extracción 
ºC 

% de 
Extracto 
recuperado 
con 
Cloroformo 

% de 
Extracto 
recuperado 
con CO2 

mg de α 
tocoferol/kg 
de  
extracto 
supercrítico  

mg de α 
tocoferol/kg 
de extracto 
en 
cloroformo 

1500  40 1.5 0.34 132 260 

3000 40 1.5 0.46 88 260 

4500 40 1.5 0.48 90 260 

 

Como se ve en la tabla 19 la concentración de tocoferoles en el extracto 

disminuye al aumentar la presión por el fenómeno de coelución descrito,  

resultados parecidos fueron obtenidos por Birtigh et al en 1995. 

Cuando se comparan los datos de recuperación de extracto por soxhlet y 

extracción supercrítica se encuentra que existen diferencias significativas con 

un nivel de confianza de 95%. 

Tabla 20  Resumen Estadístico para recuperación de extractos 
 
TIPO DE EXTRACCIÓN  Frecuencia          Media               Varianza            Desviación típica    
1                                              12                  1,53333             0,0206061             0,143548             
2                                              12                  0,491667            0,00628788          0,0792961            
Total                                        24                  1,0125                0,295924              0,543989             
 
Análisis 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 Caracterización de las muestras de sangre 
 

Una vez obtenidas las muestras de sangre de los donantes según los 

protocolos de laboratorio de bioquímica clínica de la Universidad Javeriana, 

se procedió a la determinación de las variables bioquímicas 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 ajustó la 

concentración de LDL en la solución de estudio de la oxidación para la 

muestra de cada donante a un valor equivalente a 0,12 mg de colesterol/ml 

por resolubilización de las LDL en buffer fosfato.  

 

Tabla 21  Determinación de la química sanguínea  

 
Donantes 

masculinos 
 

Colesterol 
(mg/dL)  

Triacilglicéridos  
(mg/dL)  

HDL 
(mg/dL)  

LDL 
(mg/dL)  

 (n = 10) 167± 21 136 ± 28 46 ± 9 96 ± 22 

   Los resultados están expresados como la media y la desviación estándar. 

Como evaluación complementaria de las características de las soluciones de 

LDL objeto del estudio de cinética de oxidación, se determinó por el método 

Lowry con un patrón de albúmina bovina la concentración de proteína. En la 

tabla 22 se muestran estos resultados. 
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Tabla 22 Determinación del  contenido de proteína en las LDL aisladas 

 
 

 

 

Los resultados están expresados como la media y la desviación estándar. 

5.5.2 Determinación del tiempo de latencia 
 
La cinética de oxidación muestra tres fases consecutivas, una fase lag o fase 

de latencia durante la cual la absorción del dieno aumenta lentamente, una 

fase de propagación con un rápido incremento de la absorción del dieno y 

finalmente una fase de descomposición. La duración de la fase lag está 

determinada por los antioxidantes endógenos 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 adición de los extractos antioxidantes en 

presencia del agente inductor, se procedió 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  propagación.  Estos cálculos 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 intersección de la pendiente de la porción de la curva 

de la fase de latencia y la pendiente de la porción de la curva 

correspondiente a la propagación, expresado en minutos para el total de los 

donantes cuyas determinaciones se realizaron por triplicado, frente a cada 

Donantes masculinos  
 

Proteína 
(mg/dL)  

 (n = 10) 54± 14 
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uno de los extractos evaluados. Los datos crudos y la estadística 

correspondiente se encuentran en el anexo 7. 

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

    Donantes masculinos  

 

t lag en min.  

LDL nativa  

t lag en min.  LDL / 

extracto 

de fibra(40 µM/L 

de α-TF) 

Tiempo lag en 

min. LDL/ 

extracto 

de 

foliolos(40 µM/L 

de α-TF) 

Tiempo lag en 

min LDL / Vit.E. 

comercial 

(40µM/L de α-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 α-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 evaluación realizada 

el comportamiento de los datos no se ajuste a una distribución normal de 

gauss. Por lo tanto, para evaluar  el efecto de los tratamientos se acudió a 

pruebas estadísticas que no se basan en ninguna suposición en cuanto a la 

distribución 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 así: 

 

Tratamientos: 

T1: LDL Nativa 

T2: LDL+Extracto fibra 

T3: LDL+Extracto foliolos 

T4: LDL+vita E comercial 
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Grafica 2 Distribución de los resultados de tiempo de latencia en cada tratamiento 

 

Las semejanzas y 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 

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

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

Tratamiento n media Desviación 
estándar 

mínimo máximo Percentiles 

 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 caracterización numérica se muestra en la tabla 25.   
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Tabla 25  Caracterización numérica de las diferencias 

Contraste Múltiple de Rangos para TIEMPO LAG según 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          +/-  Límites 
 
 
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  40µM/l son capaces de limitar la oxidación 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 concentración 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, podría 

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

fibra, que en la caracterización representan el 50% del total de los isómeros. 
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Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el extracto de 

foliolos tiene efecto antioxidante a la concentración evaluada, equivalente al 

de la vitamina E comercial, en concordancia con los datos de composición 

que muestran la presencia solamente  de alfa tocoferol.  

En este estudio  y tal como lo han demostrado otros autores, se encontró una 

marcada diferencia en el grado de oxidación entre muestras sometidas a las 

mismas condiciones oxidativas atribuibles a una diferencia en la composición 

de los ácidos grasos y en el contenido de antioxidantes endógenos para 

cada uno de los individuos donantes en el presente estudio. Estas 

diferencias no se probaron  analíticamente pero  estudios como el de 

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

 
 
Cuando se superponen los comportamientos de las cinéticas de oxidación 

para cada uno de los casos de estudio, se encuentra que además de tener 

un efecto sobre la fase de latencia, que es aquella en donde se consumen 

los antioxidantes, la adición de los extractos de fibra tiene un efecto 

remanente que disminuye la velocidad de la fase de propagación.  Esto 

puede deberse a otros componentes en el extracto de la fibra que actúan 

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 oxidación comparada para los tratamientos  
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5.6 Actividad antioxidante frente a DPPH 

 
La actividad captadora de radicales libres de los extractos fue medida por 

espectrofotometría utilizando el DPPH, que es un radical libre de coloración 

violeta en solución metanólica, que absorbe fuertemente a 550 nm. 

 

El radical se estabiliza en presencia de antioxidantes primarios, resultando 

en una decoloración proporcional al número de electrones donados, de 

manera que la interacción de los extractos antioxidantes con el DPPH 

dependerá de la concentración de compuestos activos.  

 

A continuación se muestran los resultados obtenidos para las diferentes 

concentraciones de extracto usados en el ensayo, con la correspondiente 

correlación de concentración y porcentaje de decoloración, para establecer la 

concentración equivalente a la decoloración del 50% del DPPH (Ec50), como 

la forma más común de expresión de los resultados. 

 

Con el objeto de expresar los resultados con relación a un patrón conocido 

se evaluaron primero los porcentajes de inhibición de la generación 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 solución patrón de vitamina E comercial (Basf, en el anexo 9 

ficha técnica) en forma de acetato de alfa tocoferol con una concentración 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 proporción de 1:2 con la solución de DPPH 

con una concentración de 14.6 mg/L.  En la tabla 26 se muestran los datos 

de absorbancia de la solución de DPPH, la absorbancia  de las muestras con 

las diferentes concentraciones de alfa tocoferol y los porcentajes de 

decoloración. 

 

Tabla 26 Respuesta de la vitamina E comercial frente al DPPH 

 

Concentración 
de Vit.E 
Comercial    
mg/L 

Concentración 
alfa tocoferol    
mg/L 

Absorbancia de las 
muestras(promedio 

de 3 
determinaciones) 

% de 
decoloración  

0 

1.3 

0 

0,26 

0.336* 

0.296 

0 

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 patrón de DPPH 

 

Con el propósito de establecer la correlación y la ecuación de la recta que 

permita calcular el valor de concentración para un porcentaje de decoloración 

del 50%, los datos obtenidos se graficaron  y se aplico una técnica de 

mínimos cuadrados, para encontrar la función de mejor ajuste con un criterio 

de mínimo error cuadrático.  Es decir minimiza la suma de cuadrados de las 

diferencias ordenadas entre los datos que genera la función propuesta 

(Ecuación de la recta) y los datos experimentales. 

En la grafica 4 se presentan los resultados de esta correlación, con base en 

la ecuación 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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Correlación concentración de Alfa tocoferol / % de 
decoloración

y = 0,1377x - 0,0481

R2 = 0,9909
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Grafica 4 Correlación concentración de Alfa tocoferol/ Porcentaje de decoloración 

 
 
 

5.6.2 Actividad antioxidante frente a DPPH de extractos de fibra 
obtenidos por extracción supercrítica 

 

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 CO2 supercrítico, y se mezclaron en una proporción de 1:2 con 

la solución de DPPH con una concentración de 14.6 mg/L.  
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En la tabla 27 se muestran los porcentajes de decoloración de cada una de 

las concentraciones empleadas. 

 

Tabla 27 Respuesta del extracto de la fibra frente al DPPH 

 
Concentración 
Extracto de 
fibra  mg/L 

Concentración  
equivalente de 
alfa tocoferol    
mg/L * 

Absorbancia de las 
muestras(promedio 

de 3 
determinaciones) 

% de 
decoloración  

0 

3.5 

0 

0,046 

0.336 

0.252 

0 

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 

* Concentración equivalente de alfa tocoferol es la concentración correspondiente a la 
densidad óptica determinada para cada muestra de ensayo en la curva patrón de alfa 
tocoferol. 
 
 

En la tabla 28 aparecen los datos de composición de vítameros de la 

vitamina E en el extracto de fibra utilizado. 

 
 
Tabla 28 Caracterización del extracto supercrítico utilizado en la evaluación 

 

Origen  β+γ 

Tocoferol  

α-

Tocoferol  

δ-

Tocoferol  

β+γ 

Tocotrienol  

α-

Tocotienol  

δ-

Tocotrienol  

V. E 

Total 

Mg/Kg  

Zona 

Central 

485 768 15 339 775 215 2600 

 

 

 
 
En la grafica 5 se muestra la correlación de la concentración de los extractos 

y la respuesta de decoloración, con la cual se estableció la recta de mejor 

ajuste. 
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CORRELACIÓN DE LA RESPUESTA DE DECOLORACIÓN Vs LA C ONCENTRACIÓN DE 

EXTRACTO PROVENIENTE DE LA FIBRA 

Correlación Extracto de fibra / Porcentaje de 
decoloración

y = 0,0541x + 0,0833

R2 = 0,9931
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Grafica 5 Correlación de la concentración de extracto de fibra/ Porcentaje de decoloración 

 

Con base en la ecuación generada se calculó 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 

correlación de la concentración y el porcentaje de inhibición 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 / 7.9mg). Este valor permite pensar en los extractos de fibra 

como una fuente promisoria de vitámeros 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 extractos d e 
foliolos obtenidos por extracción supercrítica 

 

Al ser los extractos de foliolos más pobres en antioxidantes según los 

resultados de caracterización, 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 

 
Concentración 
extracto    
mg/L 

Concentración 
alfa tocoferol    
mg/L 

Absorbancia de las 
muestras(promedio 

de 3 
determinaciones) 

% de 
decoloración  

0 

25 

0 

0,04 

0.336* 

0,347 

0 

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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CORRELACIÓN DE LA RESPUESTA DE DECOLORACIÓN Vs LA C ONCENTRACIÓN DE 

EXTRACTO PROVENIENTE DE LOS FOLIOLOS  

Correlación extracto de foliolo/Porcentaje de 
decoloración

y = 0,0016x - 0,005

R2 = 0,9906
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Grafica 6  Correlación de la concentración de extracto de foliolos/ Porcentaje de 
decoloración 

 
La concentración 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 podrían considerarse como una buena fuente de 

antioxidantes con propósitos comerciales. 

 

Como otra forma de expresión 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 decoloración del 50% del radical DPPH (EC50). 

 

 

En la tabla 30 se ilustran estos resultados. 
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Tabla 30 Comparación 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 
relación a la 
Vit E

Vita E comercial 3,6 0,78                      -                       100%
Extracto de Fibra 7,9 0,11                      0,12                      46%
Extracto de foliolo 309 0,50                      -                       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 

indicaría una actividad antioxidante complementaria en el extracto de fibra, 

que estaría dada por el contenido de tocotrienoles y los demás agentes 

antioxidantes presentes en el extracto natural y que coeluyen en la 

extracción supercrítica. 

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 composición original. 

Estos resultados confirman los resultados obtenidos en el sistema biológico 

de evaluación 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 concentración de alfa tocoferol se ajusto en todos los casos a un 

valor de 40µM. Esto atribuible a los demás agentes antioxidantes presentes 

en la fibra. 



83 
 

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 varían en un amplio rango. 

 

Cuando se analiza la distribución porcentual de los isómeros 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 distribución de 50:50 con un 

contenido comparativamente superior de tocoferoles totales.   

 

El fenómeno de enriquecimiento del aceite rojo residual proveniente de la 

fibra especialmente en alfa tocoferol con relación al aceite crudo obtenido en 

la primera presión, ha sido reportado por otros autores como Lau et al en 

2006.  Esto puede deberse a la asociación de la vitamina E en la membranas 

de las células mas internas del mesocarpio,  las que no están disponibles 

para ser extraídas por los procesos mecánicos en las prensas de tornillo. 

La recuperación de aceite rojo a partir de la fibra se correlaciona 

inversamente  con la concentración de tocoferoles y tocotrienoles en los 

extractos.  Así, al aumentar la recuperación de aceite rojo 5 veces, la 

concentración 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 40µM/l de α-Tocoferol, tienen 

actividad antioxidante, pues son capaces de limitar la oxidación 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 

concentración 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 composición que muestran bajas 

concentraciones de alfa tocoferol.  

Se encontró una marcada diferencia en el grado de oxidación entre muestras 

sometidas a las mismas condiciones oxidativas atribuibles a una diferencia 

en la composición de los ácidos grasos y en el contenido de antioxidantes 

endógenos para cada uno de los individuos donantes en el presente estudio. 

Estas diferencias no se probaron  analíticamente 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 inhibición variables. 

 

El extracto de fibra se presenta como una alternativa interesante en la 

obtención de antioxidantes con un mecanismo de acción de captura de 

radicales libres y con un comportamiento proporcional a la concentración de 

tocoferoles y tocotrienoles en las muestras evaluadas. 

 

Los foliolos de palma son fuente de α-tocoferol, pero bajo las condiciones de 

extracción del estudio, la concentración 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 región 

 
 
Contenido de vitamina E por región de muestreo

ZONA β+γ Tocoferol α-Tocoferol δ-Tocoferol Tocoferoles totales β+γ Tocotrienol α-Tocotrienol δ-Tocotrienol Tocotrienoles totalesVITA E TOTAL
NORTE 120 268 7 395 203 134                   52                     389                   784                 
NORTE 124 249 9 382 202                       125 51 378                   760                 
NORTE 106 280 6 392 205 124 50 379                   771                 
NORTE 126 270 4 400 206 126 56 388                   788                 
NORTE 100 260 7 367 206 126 54 386                   753                 
NORTE 120 269 9 398 200 130 56 386                   784                 
NORTE 105 287 6 398 205 130 56 391                   789                 
NORTE 100 276 4 380 201 125 43 369                   749                 
NORTE 150 276 5 431 207 132 55 394                   825                 
NORTE 139 278 7 424 200 130 45 375                   799                 
NORTE 121 280 8 409 200 139 52 391                   800                 
NORTE 123 258 4 385 204 131 57 392                   777                 
NORTE 124 256 6 386 202 123 50 375                   761                 
NORTE 135 262 7 404 203 129 55 387                   791                 
NORTE 120 259 8 387 203 125 50 378                   765                 
NORTE 101 265 9 375 206 132 54 392                   767                 
CENTRAL 292                   446 9 747 197 450 122                   769                   1.516              
CENTRAL 280 443 8 731 194 446 130 770                   1.501              
CENTRAL 280 465 9 754 195 443 124 762                   1.516              
CENTRAL 290 446 6 742 196 465 126 787                   1.529              
CENTRAL 279 426 7 712 202 446 126 774                   1.486              
CENTRAL 287 455 9 751 195 446 120 761                   1.512              
CENTRAL 296 446 10 752 199 455 120 774                   1.526              
CENTRAL 276 430 10 716 195 446 125 766                   1.482              
CENTRAL 278 450 9 737 200 440 120 760                   1.497              
CENTRAL 290 426 6 722 205 450 130 785                   1.507              
CENTRAL 288 437 9 734 189 446 139 774                   1.508              
CENTRAL 256 442 10 708 197 447 121 765                   1.473              
CENTRAL 282 446 8 736 198 442 123 763                   1.499              
CENTRAL 279 476 9 764 194 446 124 764                   1.528              
CENTRAL 280 448 9 737 198 476 125 799                   1.536              
CENTRAL 285 446 8 739 198 448 120 766                   1.505              
ORIENTAL 242                   242                   2 486 272                       258 62                     592                   1.078              
ORIENTAL 267 250 2 519 270 249 61 580                   1.099              
ORIENTAL 216 243 2 461 280 250 66 596                   1.057              
ORIENTAL 246 240 4 490 260 250 66 576                   1.066              
ORIENTAL 240 239 5 484 259 260 64 583                   1.067              
ORIENTAL 235 237 3 475 267 249 66 582                   1.057              
ORIENTAL 276 234 5 515 296 257 67 620                   1.135              
ORIENTAL 247 236 7 490 276 255 63 594                   1.084              
ORIENTAL 248 238 5 491 278 250 68 596                   1.087              
ORIENTAL 200 238 3 441 270 258 63 591                   1.032              
ORIENTAL 234 238 2 474 268 250 61 579                   1.053              
ORIENTAL 236 256 1 493 256 258 67 581                   1.074              
ORIENTAL 239 262 1 502 263 256 62 581                   1.083              
ORIENTAL 253 238 1 492 279 259 65 603                   1.095              
ORIENTAL 246 250 2 498 260 249 61 570                   1.068              
ORIENTAL 245 230 4 479 265 265 63 593                   1.072              
OCCIDENTAL 122                   528 5 655 113 450 129 692                   1.347              
OCCIDENTAL 120 543 2 665 113                       446 134                   693                   1.358              
OCCIDENTAL 124 523 1 648 115 443 125 683                   1.331              
OCCIDENTAL 126 516 2 644 114 465 124 703                   1.347              
OCCIDENTAL 126 517 1 644 116 446 126 688                   1.332              
OCCIDENTAL 120 515 3 638 119 446 126 691                   1.329              
OCCIDENTAL 120 516 1 637 110 455 130 695                   1.332              
OCCIDENTAL 105 530 0 635 110 446 130 686                   1.321              
OCCIDENTAL 100 532 1 633 115 440 125 680                   1.313              
OCCIDENTAL 130 536 1 667 112 450 132 694                   1.361              
OCCIDENTAL 139 580 0 719 110 446 130 686                   1.405              
OCCIDENTAL 121 512 0 633 109 447 139 695                   1.328              
OCCIDENTAL 123 517 0 640 111 442 131 684                   1.324              
OCCIDENTAL 124 531 0 655 112 446 123 681                   1.336              
OCCIDENTAL 125 527 1 653 112 476 129 717                   1.370              
OCCIDENTAL 120 526 0 646 113 448 125 686                   1.332               
 
Resumen Estadístico para Tocoferoles totales 
 
REGION DE ORIGEN    Frecuencia          Media               Varianza            
Desviación típica    
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
1                   16                  394,563             285,729             16,9035              
2                   16                  736,375             249,317             15,7898              
3                   16                  486,875             361,85              19,0224              
4                   16                  650,75              442,2               21,0286              
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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Total               64                  567,141             18568,1             136,265              
 
REGION DE ORIGEN    Mínimo              Máximo              Rango               Asimetría 
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 según REGION DE ORIGEN 
 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos            1,14971E6      3     383235,0    1144,76       0,0000 
Intra grupos              20086,4     60      334,774 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)           1,16979E6     63 
 
 
 
Tabla de Medias para Tocoferoles totales según REGION DE ORIGEN 
con 95,0 intervalos LSD 
-------------------------------------------------------------------------------- 
                                    Error Estándar 
REGION DE ORIGEN Frec.        Media   (s agrupada)    Límite inf.    Límite 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 Múltiple de Rango para Tocoferoles totales según REGION DE ORIGEN 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
Nivel          Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
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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                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
1 - 2                                     *-341,813             12,9398            
1 - 3                                     *-92,3125             12,9398            
1 - 4                                     *-256,188             12,9398            
2 - 3                                     *249,5                12,9398            
2 - 4                                     *85,625               12,9398            
3 - 4                                     *-163,875             12,9398            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Resumen Estadístico para Tocotrienoles totales 
 
REGION DE ORIGEN    Frecuencia          Media               Varianza            
Desviación típica    
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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    Mínimo              Máximo              Rango               Asimetría 
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 según REGION DE ORIGEN 
 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos            1,34211E6      3     447371,0    4366,11       0,0000 
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Intra grupos              6147,88     60      102,465 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)           1,34826E6     63 
 
 
Tabla de Medias para Tocotrienoles totales según REGION DE ORIGEN 
con 95,0 intervalos LSD 
-------------------------------------------------------------------------------- 
                                    Error Estándar 
REGION DE ORIGEN Frec.        Media   (s agrupada)    Límite inf.    Límite 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 Múltiple de Rango para Tocotrienoles totales según REGION DE ORIGEN 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
Nivel          Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
1              16        384,375           X    
3              16        588,563            X   
4              16        690,875             X  
2              16        771,188              X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
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                                     *80,3125              7,15875            
3 - 4                                     *-102,313             7,15875            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
El StatAdvisor 
-------------- 
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ANEXO 2 Comportamiento de la densidad del CO2 con la temperatura. 
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ANEXO 3 Recuperación de  extracto con base en el peso seco de fibra y foliolos. 

 
Tipo de Extracción  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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Resumen del Procedimiento 
Variable dependiente: RECUPERACIÓN 
Factor: TIPO DE EXTRACCIÓN 
 
Número de observaciones: 24 
Número de niveles: 2 
 
Tabla ANOVA para RECUPERACIÓN según TIPO DE EXTRACCIÓN 
 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos                116,6      1        116,6    1266,25       0,0000 
Intra grupos              2,02583     22    0,0920833 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             118,626     23 
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Tabla de Medias para RECUPERACIÓN según TIPO DE EXTRACCIÓN 
con 95,0 intervalos LSD 
-------------------------------------------------------------------------------- 
                                    Error Estándar 
Nivel            Frec.        Media   (s agrupada)    Límite inf.    Límite 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 Múltiple de Rango para RECUPERACIÓN según TIPO DE 
EXTRACCIÓN 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
Nivel          Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
2              12        4,30833           X  
1              12        8,71667            X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
1 - 2                                     *4,40833              0,25692            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Porcentaje de recuperación de extracto en base al peso seco de Foliolos 
Tipo de Extracción  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  

Resumen Estadístico para RECUPERACIÓN 
 
TIPO DE EXTRACCIÓN  Frecuencia          Media               Varianza            
Desviación típica    
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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 EXTRACCIÓN  Mínimo              Máximo              Rango               
Asimetría 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 EXTRACCIÓN  Curtosis típificada  
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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1                   -0,169559            
2                   -0,891515            
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Total               -1,96517             
 
Tabla ANOVA para RECUPERACIÓN según TIPO DE EXTRACCIÓN 
 
                            Análisis 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 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
Nivel          Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
2              12        0,491667          X  
1              12        1,53333            X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
1 - 2                                     *1,04167              0,0981792          
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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ANEXO 4 Concentración de tocoferoles y tocotrienoles en los extractos de fibra recuperados 
expresada en ppm 

 
Presión 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 según PRESIÓN 
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                            Análisis 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 
 
 
Resumen Estadístico para VIT E TOTAL 
 
PRESIÓN             Frecuencia          Media               Varianza            Desviación típica    
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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              
 
PRESIÓN             Mínimo              Máximo              Rango               Asimetría 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              
 
PRESIÓN             Curtosis típificada  
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
1500                -0,324996            
3000                -1,1658              
4500                1,15422              
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Total               -1,82387             
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ANEXO 5 Comparación extracción soxhlet y extracción supercrítica 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 Estadístico para RECUPERACIÓN 
 
TIPO DE EXTRACCIÓN  Frecuencia          Media               Varianza            
Desviación típica    
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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 EXTRACCIÓN  Mínimo              Máximo              Rango               
Asimetría 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 EXTRACCIÓN  Curtosis típificada  
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
1                   -0,169559            
2                   -0,891515            
---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
Total               -1,96517             
 
 
 
Tabla ANOVA para RECUPERACIÓN según TIPO DE EXTRACCIÓN 
 
                            Análisis 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 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
Nivel          Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
2              12        0,491667          X  
1              12        1,53333            X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
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Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
1 - 2                                     *1,04167              0,0981792          
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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ANEXO 6 Calculo del tiempo de latencia 

 

 
 

 

Grafica 7 Determinación 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 P1 (0, 0), P2 (140, 0.08) 

• La ecuación de la recta es: 
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para la fase de propagación representada por la recta recta 2 

Tiempo en Minutos (mn) 
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• Tomamos dos puntos para definir la pendiente de la recta, los cuales 

son P1 (170, 0.20), P2 (220, 1.2) 

• La ecuación de la recta es: 

 

2.302.0

02.0
170220

20.02.1
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−
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La intersección que corresponde al final de la fase de latencia o tiempo de 

latencia corresponderá a la solución simultánea de las dos ecuaciones 

generadas así: 

 

08.0164

2.302.0012.010429.571

22

22
6

2

==
−=−∗= −

yX

XXy
 

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

minutos. 
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ANEXO 7 Estadística 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             131,5           92,7                     98,8                
DESVIACIÓN 6,6               26,7             8,8                       14,3                 
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Análisis de los Componentes de la Varianza 
 
Variable dependiente: TIEMPO LAG 
Factores:  
        PACIENTE 
        TRATAMIENTO 
 
Número de casos completos: 120 
 
Análisis de la Varianza paraTIEMPO LAG 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Fuente             Suma de Cuadrados     Gl Cuadrado Medio Comp. Var. Porcentaje 
-------------------------------------------------------------------------------- 
TOTAL (CORREGIDO)            68946,8    119 
-------------------------------------------------------------------------------- 
PACIENTE                     20195,0      9       2243,88       51,8772     8,74 
TRATAMIENTO                  48640,7     30       1621,36       539,989    91,02 
ERROR                        111,165     80       1,38957       1,38957     0,23 
-------------------------------------------------------------------------------- 
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  Desviación 
Nivel                 Recuento Media        Típica 
--------------------------------------------------------- 
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        0,147309     
3                     3        79,6467      0,362537     
4                     3        78,2867      1,1185       
1                     3        90,9         0,519615     
2                     3        156,39       5,29184      
3                     3        100,48       0,233024     
4                     3        105,327      0,244199     
1                     3        76,1         0,264575     
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      0,155027     
3                     3        88,7         0,11         
4                     3        106,523      0,244199     
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         0,519615     
2                     3        160,337      0,102632     
3                     3        102,83       0,0818535    
4                     3        109,307      0,614925     
1                     3        82,9667      0,472582     
2                     3        119,417      0,675154     
3                     3        98,2767      0,168028     
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4                     3        98,5867      0,177858     
1                     3        91,9667      0,208167     
2                     3        171,573      0,135769     
3                     3        101,48       0,233024     
4                     3        110,64       0,069282     
1                     3        80,3         0,1          
2                     3        114,813      0,155027     
3                     3        88,7         0,11         
4                     3        106,523      0,244199     
1                     3        90,9667      0,208167     
2                     3        156,39       0,32187      
3                     3        100,48       0,233024     
4                     3        116,327      0,244199     
--------------------------------------------------------- 
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Contraste Múltiple de Rangos para TIEMPO LAG según 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          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
1 - 2                                   *-47,666              4,9213             
1 - 3                                   *-8,919               4,9213             
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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. 
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Tests para la Normalidad para TIEMPO LAG 
 
Estadístico chi-cuadrado de bondad de ajuste = 146,5 
P-valor = 0,0 
 
Estadístico W de Shapiro-Wilks = 0,834213 
P-valor = 0,0 
 
Puntuación Z para asimetría = 3,57577 
P-valor = 0,000349276 
 
Puntuación Z para curtosis = 2,43411 
P-valor = 0,0149283 
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ANEXO 8 Ensayos de Actividad Antioxidante frente a DPPH 

 
 
C ódigo del extracto: 1

C onc entrac ión mg /L

E xtrac to en  

s oluc ión, mg /L A blanc o A 1 A 2 A 3 % C C R L 1 % C C R L 2 % C C R L 3

10.1 3.4 0.003 0.242 0.249 0.227 28.9 26.8 33.3

23.0 7.7 0.004 0.137 0.133 0.123 60.4 61.6 64.6

28.8 9.6 0.006 0.087 0.073 0.076 75.9 80.1 79.2

40.3 13.4 0.006 0.038 0.029 0.04 90.5 93.2 89.9

E C 50 mg/L 5.6 5.5 5.0 Media s C V, %

B lanco DP P H 0.336 E C 50, g/g  DP P H 0.38 0.38 0.34 0.37 0.016 4.5%

Absortividad específica L /mg cm 0.023

C oncentración DP P H 14.6

y = 6.22x + 10.96

R
2
 = 0.97

0.0

50.0

100.0

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %

y = 6.74x + 8.01

R
2
 = 0.96

0.0

50.0

100.0

150.0

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %

y = 5.73x + 17.98

R
2
 = 0.95

0.0

50.0

100.0

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %
 

 
 
 
 
 
C ódig o del extrac to: 2

B uc arelia

C onc entrac ión mg /L

E xtrac to en  

s oluc ión, mg /L A blanc o A 1 A 2 A 3 % C C R L 1 % C C R L 2 % C C R L 3 Abs  x % C C R L s

11.3 3.8 0.003 0.229 0.231 0.235 32.7 32.1 31.0 0.232 31.9 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 0.102 0.107 0.101 71.4 69.9 71.7 0.103 71.0 1.0

42.3 14.1 0.007 0.042 0.038 0.037 89.6 90.8 91.1 0.039 90.5 0.8

B lanco DP P H 0.336 E C 50 mg/L 5.8 5.8 5.8 Media s C V, %

Abs ortividad es pecífica L /mg cm 0.023 E C 50, g/g D P P H 0.39 0.40 0.40 0.40 0.002 0.4%

C oncentración D P P H 14.6

y = 43.19Ln(x) - 25.68

R
2
 = 0.99

0.0

50.0

100.0

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %

y = 43.97Ln(x) - 27.12

R
2
 = 1.00

0.0

50.0

100.0

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %

y = 45.52Ln(x) - 30.22

R
2
 = 1.00

0.0

50.0

100.0

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %
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C ódigo del extracto: 3

Brisas

C onc entrac ión mg /L

E xtrac to en  

s oluc ión, mg /L A blanc o A 1 A 2 A 3 % C C R L 1 % C C R L 2 % C C R L 3 Abs  x % C C R L s

10.6 3.5 0.003 0.252 0.237 0.246 25.9 30.4 27.7 0.245 28.0 2.2

21.2 7.1 0.004 0.180 0.159 0.170 47.6 53.9 50.6 0.170 50.7 3.1

31.8 10.6 0.006 0.113 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

B lanco DP P H 0.336 E C 50 mg/L 6.7 6.0 6.2 Media s C V, %

Absortividad es pecífica L /mg cm 0.023 E C 50, g/g DP P H 0.46 0.41 0.43 0.43 0.021 4.9%

C oncentración DP P H 14.6

6.3 mg/L

E C 50 0.43 g extracto/gDP P H

y = 40.85Ln(x) - 27.92

R
2
 = 0.98

0.0

50.0

100.0

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %

y = 40.35Ln(x) - 22.27

R
2
 = 0.99

0.0

50.0

100.0

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %

y = 43.52Ln(x) - 29.69

R
2
 = 0.98

0.0

50.0

100.0

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %

 
 
C ódigo del extracto:4

P almeiras  de la costa

C onc entrac ión mg /L

E xtrac to en  

s oluc ión, mg /L A blanc o A 1 A 2 A 3 % C C R L 1 % C C R L 2 % C C R L 3 Abs  x % C C R L s

10.0 3.3 0.003 0.26 0.253 0.252 21.65 23.78 24.09 0.255 23.2 1.3

20.1 6.7 0.004 0.178 0.176 0.176 46.95 47.56 47.56 0.177 47.4 0.4

29.8 9.9 0.005 0.077 0.092 0.086 78.05 73.48 75.30 0.085 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

B lanco DP P H 0.328 E C 50 mg/L 6.2 6.2 6.1 Media s C V, %

Absortividad específica L /mg cm 0.023 E C 50, g/g DP P H 0.43 0.43 0.43 0.43 0.002 0.5%

C oncentración DP P H 14.3

y = 50.96Ln(x) - 42.59

R
2
 = 0.97

0.00

50.00

100.00

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %

y = 47.92Ln(x) - 37.07

R
2
 = 0.98

0.00

50.00

100.00

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %

y = 48.20Ln(x) - 37.08

R
2
 = 0.97

0.00

50.00

100.00

0.0 5.0 10.0 15.0

Concentración extracto, mg/L

C
C

R
L

, %
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ANEXO 9  Ficha Técnica Vitamina E Comercial 
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ANEXO 10 Galería fotográfica 

 

                                      

 

Montaje para la extracción por lixiviación con hexano del aceite rojo de  la 

fibra 

 

 

 

 

 

Bomba de alta presión para la extracción con CO2 supercrítico 
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Equipo para extracción supercrítica a nivel de laboratorio 

 

                         

Espectrofotómetro y cromatógrafo líquido usados en el estudio 
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ANEXO 11 Cromatógramas 
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ANEXO 12 Protocolo de muestreo foliolos y fibra 

MANEJO DE MUESTRAS 

RECEPCIÓN DE MUESTRAS 
 
Cada muestra que va a ser analizada en el laboratorio debe asignársele un 
número consecutivo que corresponde al número de laboratorio con el cual se 
identifica durante el proceso de análisis. Adicionalmente se registra toda la 
información pertinente a ella, en el formato establecido para ello. 

ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS 

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

DISPOSICIÓN FINAL DE LA MUESTRA 

 
Una vez cumplido el tiempo de almacenamiento de una muestra, se procede 
a eliminarla de acuerdo  a su naturaleza y según el procedimiento para 
disposición 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, contaminación y demás eventos que 
puedan poner en duda los resultados de cada análisis. 
El laboratorio mantiene archivados  en medio magnético los registros de 
recepción de muestras y resultados de los análisis 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 órgano refleja mejor el 
estado nutricional de la planta porque hay una relación directa entre 
acumulación de materia seca y de nutrientes. Se han establecido las normas 
o parámetros de muestreo foliar por lo tanto se escogerá la hoja 9, se 
troceara y eliminara la vena central dejando los foliolos individuales, de los 
cuales se tomara la porción central. 
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Posición hojas   Partes de la Hoja, identificación 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 puñado 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 50°C para s er empacado al vacío y 
rotulado con el nombre la planta extractora, la fecha y los datos del analista. 
De cada plantación involucrada en el estudio se tomaran 16 muestras en 
días de proceso consecutivos. 
 

  
Fibra libre de nueces    Fibra salida del ciclón 
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