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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo principal desarrollar un modelo matemati-
co que permitiera describir el fenémeno de transferencia de masa a diferentes condi-
ciones de operacién, mediante distintas aproximaciones en un proceso de extracciéon
asistida con ultrasonido de compuestos bioactivos, a partir de datos previamente
reportados en bibliografia.

En primer lugar, se realiz6 una amplia basqueda bibliografica hasta encontrar el
trabajo que se adecuard y permitiera la obtencién de datos experimentales que, a su
vez, permitieran el desarrollo del modelo matemaético propuesto. Estos datos expe-
rimentales fueron obtenidos a partir del trabajo publicado por Gonzalez-Centeno
et al. (2015) en donde se estudia el proceso de extraccion mediante método con-
vencional y asistido con ultrasonido a diferentes temperaturas (20, 35 y 50°C) en
subproductos de uva Syrah roja.

Posteriormente, a partir de los datos experimentales previamente reportados por
Gonzalez-Centeno et al. (2015), se estudio el fendmeno de transferencia de masa
utilizando dos modelos mateméticos desarrollados en el presente trabajo; uno que
se basaba en la cinética de extraccién y otro en el mecanismo de difusioén. Para la
cinética de extraccion se utilizaron dos modelos, uno de primer y otro de segun-
do orden en donde se concluy6 que el mejor ajuste fue obtenido por el modelo de
segundo orden (R?> > 0.96) en el que las constantes cinéticas de extraccion dismi-
nuian con el incremento de la temperatura, lo que resulta en un efecto positivo de
la temperatura en el proceso de extraccién para ambos métodos. Por otra parte, en
el modelo de difusion se calcularon los valores de los coeficientes de difusion a di-
ferentes temperaturas y, de igual manera que en la cinética, el incremento gradual
de la temperatura durante la extracciéon aumenta la eficiencia del proceso. Los re-
sultados obtenidos anteriormente permitieron estudiar y evaluar el fenémeno de
transferencia de masa durante la extraccién de compuestos fenélicos en uva Syrah
mediante el desarrollo de modelos mateméticos basados en la cinética y difusién en

ambas técnicas de extraccion.
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Durante la elaboracion del vino, las pieles y las semillas de las uvas se mantienen
en contacto durante varios dias con el vino fermentado para aumentar el contenido
fenoélico del vino producido, pero los residuos de la uva utilizados durante este
proceso contienen niveles altos de compuestos fenélicos que quedan retenidos en
la piel. Esto es un grave problema de desperdicio de residuos en las industrias, por
lo que se ha buscado que la extraccion de compuestos fendlicos (CFs) provenga
de estos subproductos para asi generar un menor impacto ambiental y una mayor
rentabilidad en el proceso de extraccion. El método de extraccion influye mucho en
la obtencién de los compuestos de interés, ya que cada técnica utilizada se realiza
de acuerdo a los requisitos de calidad que requiere cada una de las industrias. Por lo
tanto, el desarrollo de un método de extraccion que sea efectivo, adecuado y de bajo
costo es de suma importancia. Es asi como la extraccién asistida con ultrasonido
(EAU) se ha vuelto una alternativa viable para la extraccién de estos compuestos
y para el aprovechamiento de estos subproductos ya que ataca la integridad de
las paredes celulares vegetales resultando en la liberacién de compuestos, lo que
permite la penetraciéon del disolvente en la matriz de la muestra incrementando el
area de contacto entre la fase solida y liquida. Como resultado, la transferencia de
masa y energia aumenta y el soluto se disuelve mds rapidamente en el disolvente.
Otra de las ventajas del ultrasonido es que tiene el potencial de reducir los tiempos
de extraccién y el uso de solventes que no son benéficos para el medio ambiente.
Este método se ha convertido en una técnica bien establecida, tanto en laboratorios
como a escala industrial por la sencillez y eficiencia de la misma.

Para entender la EAU de CFs es necesario el uso de modelos matemaéticos ya
que, como herramienta 1til de ingenieria, facilitan considerablemente la optimiza-
cién, simulacién, disefio y control de los procesos lo que contribuye a mejores usos
de energia, tiempo y solventes. Algunos de estos modelos matematicos mecanis-
ticos, empiricos y semi-empiricos son los modelos de primer orden, basados en la
segunda ley de Fick, modelos de tipo Weibulll, modelo de hinchazén, modelo feno-
menolégico, modelo cinético de dos sitios, entre otros. Por lo tanto, en el presente
proyecto se busca entender la EAU de CFs en uva Syrah (Vitis vinifera L.) utilizando
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un modelo matematico que permita entender lo que ocurre a nivel particula duran-
te este proceso, asi como describir el fenémeno de transferencia de masa tomando
por separado la cinética de extraccién y la difusion. Esto debido a que la bibliografia
actualmente reportada realiza estudios para describir el fenémeno de transferencia
de masa ya sea considerandolo como una cinética de extraccién o como un proceso
de difusion.
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1.1. Generalidades de la uva

Las uvas son las bayas producidas por el género Vitis que abarca aproximada-
mente 60 especies de vides. Vitis vinifera L. es la especie mds comtnmente cultivada
y representa un 90 % de las uvas que se encuentran en el mercado. Estas frutas se
consumen tanto frescas como en productos procesados que incluyen vino, merme-
lada, jugo, gelatina, vinagre, extractos y aceites de semilla de uva (Pan et al., 2019).

La uva Syrah proviene de la cruza de dos variedades francesas, Dureza y Mon-
deuse Blanche. La primera es una variedad color negro obscuro y la segunda es una
variedad ligeramente blanca (Bettiga, 2003). Los racimos de esta especie son media-
nos con una forma cilindrica alargada y se encuentran llenos de pedtnculos lo que
ocasiona que los racimos se separen de los bastones. Las bayas tienen un tamafio de
pequefio a mediano, son ovalados con una coloracion entre azul y negro y tienden a
marchitarse cuando llegan a la maduracién. En lo que respecta a las hojas, éstas son
medianas; y en su mayoria presentan de 3 a 5 I6bulos con senos laterales inferiores
reducidos (Bettiga, 2003).

Las uvas se clasifican entre las cinco primeras en todas las frutas en lo que respec-
ta a términos de produccién global total (Alimentacién y Agricultura Organizacién
de las Naciones Unidas, 2017). Segtin datos de la Organizacién Internacional de
Vigne et du Vin (OIV), en 2012 esto equivalia a alrededor de 70 millones de tone-
ladas de uva donde el 60 % se usa para «uvas prensadas» (es decir, principalmente
para produccién de vino y jugo de uva); a su vez se produjeron casi 26 millones
de litros de vino en todo el mundo. Durante el proceso de vinificacién, los residuos
s6lidos conocidos como orujo o bagazo de uva son generados después de extraer el
jugo para fermentar el vino blanco, y después de la fermentacién y prensado para
el vino tinto. En la actualidad, se generan 9 millones de toneladas de desechos or-
ganicos durante la produccién de vino. Esto ha provocado un impacto ambiental
negativo; ya que a pesar de existir una mejora en los sistemas de gestion de resi-
duo, la industria vinifera s6lo ha aprovechado alrededor de un tercio de las uvas
utilizadas en la produccién de vino (Makris et al., 2007). Al igual que todos los sub-
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productos provenientes de fuentes vegetales, éstos se consideran de bajo costo y
son fuente rica de componentes valiosos que pueden recuperarse y utilizarse co-
mo aditivos alimentarios naturales, nutracéuticos y otros ingredientes funcionales
(Arvanitoyannis et al., 2006; Galanakis, 2012; Hang, 1988; Prokopov et al., 2015).
Especificamente, los subproductos provenientes de la industria vinifera se caracte-
rizan por sus altas propiedades antioxidantes con varios beneficios potenciales para
la salud humana (Teixeira et al., 2014; Xia et al., 2010). Durante la dltima década se
ha generado un creciente interés no sélo en el control ambiental de estos residuos
sino también el aprovechamiento adecuado de estos subproductos para otras apli-

caciones nutraceuticas.

1.1.1. Morfologia de la uva

La especie Vitis vinifera L. se puede dividir en dos partes diferentes. La parte sub-
terrdnea la cual estd formada por las raices de distinto grosor y edad. Este sistema se
encarga de diversas funciones para la vida de la planta, una es mecanica ya que es
capaz de darle el sostén necesario para fijarse en el terreno donde se encuentra. Otra
funcién muy importante es la relacionada con la respiracién, ya que se encargan de
absorber el oxigeno del aire o del agua que circula en el suelo, y transformarlo en
diéxido de carbono (CO,) lo que le proporciona energia a la planta (Togores, 2006).

Por otro lado, la parte aérea conforma al tronco, los brazos, sarmientos, brotes, ho-
jas, frutos y zarcillos. El tronco se encarga de soportar a los sarmientos y de trans-
portar la savia bruta hacia los érganos verdes, y una vez transformada en savia
elaborada la transportan a través de toda la planta. Las hojas se encuentran una
en cada nudo y sus funciones mas importantes son la fotosintesis, respiracion y la
transpiracion. Los zarcillos son considerados inflorescencias estériles, es decir, sin
flores ni bayas y su tnica funcion es de sostén. Las yemas se consideran brotes en
miniatura y desarrollan un papel muy importante en la vid ya que tienen como
funcion asegurar la perennidad de la especie (Pturez et al., 2003).

1.1.2. Composiciéon quimica y nutricional de la uva

En sumayoria, la uva estd compuesta principalmente por agua, aztcares y acidos
organicos como el acido tartdrico, mélico y citrico. La Tabla 1.1 muestra la composi-
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cion fisica y quimica de diferentes fracciones del racimo de uva.

Tabla 1.1. Composicién fisica y quimica de diferentes fracciones del racimo de uva
(miliequivalentes por kg de racimo) (Moreno and Peinado, 2012).

Fracciones del racimo de uva

Componentes
Raspon  Piel Pulpa

% en peso fresco del racimo  4-4.5  3.8-4.3 83-91

Azucares (g/kg) <10 0.7-3 180-240
Agua 78-80 78-80 70-85

pH 4.1-45 3.843 3.2-4.0
Acidos libres 60-90 55-94 98-125
Sales acidas 102-140 65-148 43-58
Acido tartarico 30-90 64-99 45-90
Acido malico 80-150  40-132 70-90
Acido citrico 4-10 3-9 1.5-2.9

Aniones totales 170-183 123-240 130-170

Cationes totales 160-205 120-242  150-170

Las uvas contienen en abundancia diferentes compuestos que son extraidos total
o parcialmente durante el proceso de vinificaciéon. Diversos estudios han encontra-
do que los residuos de uva son una buena fuente de fito quimicos entre los que
destacan los fenoles, pigmentos y antioxidantes (Caldas et al., 2018; Corrales et al.,
2008; Mazza et al., 2019).

El raspén es potencialmente rico en CFs (particularmente en variedades de uva
roja), pero debido a que presentan un sabor amargo, reducen la calidad del vino.
Aunque esta fraccién sélo representa alrededor de un 4.5 % del peso del racimo,
contienen alrededor del 20 % del total de CFs, 15 % de taninos, 26 % de las leucoan-
tocianinas (constituyentes de los taninos condesados y estdn vinculados a la astrin-
gencia), el 15 % de las catequinas, el 16 % del acido galico y el 9 % del acido cafeico
total (Moreno and Peinado, 2012). En lo que respecta a la piel, la cantidad de CFs es
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muy variable y depende principalmente de la variedad de la uva. La piel contiene
entre un 12 y 61 % del contenido total de polifenoles de la fruta, entre 14 y 50 % de
los taninos, 17 a 47 % de las procianidinas y casi todos las antocianinas (Moreno and
Peinado, 2012).

1.2. Compuestos fendlicos

Existen aproximadamente més de 200,000 sustancias quimicas aisladas e iden-
tificadas con diversas estructuras y clases provenientes de plantas alrededor del
planeta. Estas sustancias quimicas se dividen en dos grupos principales: metabo-
litos primarios y secundarios (Chikezie et al., 2015). Los metabolitos primarios son
esenciales para el mantenimiento celular y agrupa a los acidos grasos, proteinas, car-
bohidratos y 4cidos nucleicos (Chikezie et al., 2015). Por otro lado, los metabolitos
secundarios a pesar de que no participan directamente en el metabolismo fotosin-
tético o respiratorio de la planta, son esenciales para la supervivencia de la misma.
Su estructura quimica es diversa cuando se compara con la de los metabolitos pri-
marios y son el sistema de defensa de la planta (Chikezie et al., 2015).

Los metabolitos secundarios también acttian como compuestos de sefial, atrayen-
do a los polinizadores para la dispersion de semillas ademas de proteger a la planta
de los agentes oxidantes y la radiacion ultravioleta. Uno de los metabolitos secunda-
rios mas importantes y ampliamente distribuidos en las plantas son los CFs. Estos
compuestos juegan un papel esencial en el crecimiento y reproduccién de la planta,
brindan proteccién contra patégenos y depredadores. Adicionalmente, contribuyen
a las caracteristicas sensoriales de vegetales y frutas (Chikezie et al., 2015). Su estruc-
tura se compone de un anillo aromético con uno o més sustituyentes hidroxilos y
debido a su gran diversidad estructural existe una amplia gama de estos compues-
tos (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Clasificaciéon de CFs.

Tipo Acido hidroxibenzoico

Estructura béasica R1 R2 R3 R4 Ejemplo de &cido

Ho 0 OH H H H Salicilico
JQEL H OCH; OH H Vanilico
o H OH OH OH Galico

H OCH; OH OCH; Siringico

Acido hidroxindmico

H H P-Cumaérico
OH H Cafeico
OCH; H Ferulico
OCHs OCH; Sinapico

Flavonoides

HO. 0
N
Ry ° R,
OH
R, OH H Cianidina
OH
HO
SO
“>oH
OH

OCHs H Peonidina

OCH; OH Petunidina

OCH; OCHj3 Maldivina

Estilbenos
OH H OH Resveratrol
A - Ry
v OGcd OH OH Astringina
Lignanos Secoisolariciresinol
Taninos Acido eldgico
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1.2.1. Clasificacion de los compuestos fendlicos
1.2.1.1. Acidos fenélicos

Los acidos fendlicos contienen al menos un anillo aromatico en donde al menos
un hidrégeno estd sustituido por un grupo hidroxilo (Heleno et al., 2015). Se sub-
dividen en dos grupos: 4dcidos hidroxibenzoicos (HBA, por sus siglas en inglés) e
hidroxicindmicos (HCA, por sus siglas en inglés). Los HBAs tienen una estructura
general Cy — C1, con algunas variaciones en su estructura basica como hidroxilacio-
nes y metoxilaciones en los anillos aromaéticos. Las principales fuentes en las que se
pueden encontrar estos compuestos son frutas, vegetales, té y cereales. Por otra par-
te, los HCAs tienen una estructura basica C¢4 — C3 con un doble enlace en la cadena
lateral que puede presentar una configuracién cis o trans. Se pueden encontrar en

frutas como manzanas, cerezas y algunos citricos.

1.2.1.2. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, caracterizados por un es-
queleto de 15 carbonos dispuestos como Cs — C3 — C¢ con diferentes sustituciones,
grado de insaturacion y disposicién del esqueleto bésico lo que resulta en diferentes
subclases (Lafay and Gil-Izquierdo, 2008). Su estructura béasica esta constituida de
dos anillos aromaéticos, A y B, unidos a un puente de tres carbonos, frecuentemente
en la forma de un anillo heterociclico, C. Las variaciones en los patrones de sustitu-
cién de este tltimo anillo proporcionan las principales clases de flavonoides como
flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas, flavononoles y antociani-
dinas (Birt and Jeffery, 2013).

El nimero de flavonoides presente en frutas y vegetales puede variar segtin la
variedad de especies, condiciones climéticas, parte de la planta, cultivo y grado de
madurez. Ademads, en los alimentos, no sélo son responsables del color sino que
también participan en el sabor y en la proteccion a la peroxidacion lipidica (Ferrer
et al., 2008). Las principales fuentes de estos compuestos son las especias y hierbas,
grasas y aceites de frutas, vegetales, granos de cereal y pastas (Faggio et al., 2017).
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1.2.1.3. Taninos

Los taninos tienen un gran valor en las interacciones que se dan entre las plantas
y sus ecosistemas ya que pueden actuar contra los herviboros o desempefiar un
papel como agentes antimicrobianos. Son compuestos solubles en agua y contienen
un gran nimero de hidroxilos u otros grupos funcionales y, por lo tanto, se pueden
encontrar en forma de ésteres o heterosis (Ferrer et al., 2008).

Son compuestos quimicos muy reactivos y forman puentes de hidrégeno intra
o intermolecular. Es importante mencionar que tienen la capacidad de precipitar
proteinas como es el caso de las glucoproteinas salivales lo que lleva a la pérdida
de la capacidad lubricante que es la responsable de la astringencia de muchas fru-
tas y productos vegetales (Ferrer et al., 2008). Por otra parte, los taninos se oxidan
facilmente por metales, cloruro férrico o incluso con ciertas enzimas vegetales que
conducen al oscurecimiento de las soluciones (Chung et al., 1998). Se pueden clasi-
ficar quimicamente en dos grupos: hidrolizables y no hidrolizables o condensados.
Las frutas, vegetales, vino tinto, el chocolate y algunos cereales y leguminosas son
las principales fuentes en donde se pueden encontrar este tipo de compuestos (Tsao,
2010).

1.2.1.4. Estilbenos

Los estilbenos son un grupo de compuestos derivados de los fenilpropanoides y
se caracterizan por una columna de 1,2-difeniletileno (C¢ — C; — C4) (Goyal et al.,
2012). Bajas cantidades de estos compuestos se pueden encontrar en la dieta huma-
nay el compuesto principal de este grupo es el resveratrol, principalmente en forma
glicosilada (Delmas et al., 2006; Ignat et al., 2011).

El resveratrol es una fitoalexina y es principalmente producida en la vid de la uva
en respuesta a lesiones e infecciones por hongos (Atanackovi¢ et al., 2012). Varios
estudios han indicado que el resveratrol tiene la capacidad de prevenir el cancer y la
enfermedad coronaria, las enfermedades neurolégicas y degenerativas(Anekonda,
2006; Das and Das, 2010; Saiko et al., 2008)
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1.2.1.5. Lignanos

Este grupo comprende una gran variedad de estructuras individuales que cons-
tan principalmente de dos fenilpropanoides conectados a traves de su carbono Cg
de cadena lateral (Aehle et al., 2011; Davin and Lewis, 2003). Los lignanos son una
de las principales clases de fitoestrégenos, que son compuestos quimicos similares
al estrégeno. En el tracto gastrointestinal, estas moléculas se convierten en com-
puestos que tienen tanto propiedades estrégenicas como antiestrogénicas (Meagher
and Beecher, 2000). Se pueden encontrar en bajas concentraciones en fresas y aran-
danos (Meagher and Beecher, 2000), aunque la fuente con més alta cantidad de estos
compuestos es la semilla de lino.

1.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos

La cuantificacién de CFs totales asi como la expresién de valores significativos de
este método se ha vuelto un desafio analitico (Waterhouse, 2002). Actualmente, se
han desarrollado diversos procedimientos para cuantificar y analizar las diferentes
clases de fenoles, pero solamente algunas se han aplicado con éxito en la industria
vinifera.

Actualmente, existen dos métodos que se han utilizado para el andlisis de los fe-
noles totales en el vino. El método Folin-Ciocalteu tiene la gran ventaja de arrojar
una respuesta equivalente con diferentes fenoles, aunque presenta la desventaja de
que puede responder ante la presencia de diéxido de azufre y aztcar (Waterhouse,
2002). Por otra parte, el método de andlisis de absorbancia espectral directa es répi-
do y simple, lo que lo hace adecuado para el monitoreo de procesos. Sin embargo,
este método responde de manera diferente a las diversas clases de fenoles, lo que
ocasiona problemas a la hora de realizar comparaciones entre diferentes tipos de
vino; y también se ve afectado por la presencia del sorbato (Waterhouse, 2002).

1.3.1. Método Folin-Ciocalteu

El fundamento del método colorimétrico Folin-Ciocalteu se basa en una reduc-
cién quimica del reactivo conformado por una mezcla de tungsteno y 6xidos de

molibdeno. Los productos de esta reduccion de 6xido metalico presentan una co-
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loracién azul que se exhibe en una absorbancia amplia con un maximo a 765 nm.
La intensidad de absorciéon de luz a esa longitud de onda es proporcional a la con-
centracion de fenoles (Waterhouse, 2002). Este método ha sido adoptado como el
procedimiento adecuado para la cuantificacion de CFs en el vino.

Una desventaja de este método es que no es especifico y puede verse afectado
por otras moléculas reductoras de naturaleza no fenélica debido a que depende de
la oxidacién selectiva de sustancias facilmente oxidables que, cuando se encuen-
tran presentes, contribuyen a la cuantificacién total aparente de fenoles. Algunos
ejemplos de estas sustancias son las aminas aromaéticas, el diéoxido de azufre y el
ascorbato (Rover and Brown, 2013).

1.4. Actividad antioxidante

Los radicales libres (ROS) se producen para mantener la vida en condiciones ae-
rébicas manteniendo el equilibrio entre agentes oxidantes y defensas antioxidantes
(Gupta y Verma 2010). Sin embargo, existe estrés oxidativo si la produccion de radi-
cales libres excede la capacidad antioxidante de un sistema vivo, estas especies de
oxigeno y nitrégeno reactivas, llamadas especies reactivas, pueden atacar a lipidos,
proteinas y al ADN ocasionando dafio estructural y funcional a enzimas y material
genético (Barreiros et al., 2006).

Para entender el mecanismo de estas especies reactivas es necesario definir cada
uno de los grupos. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas
de nitrégeno (RNS) son radicales o especies quimicas que participan en reacciones
de tipo radical (ganancia o pérdida de electrones) como radicales anién superéxido,
especies de radicales hidroxilo, 6xido nitrico y diéxido de nitrégeno (Halliwell and
Gutteridge, 2015; Magder, 2006).

De acuerdo a estudios especializados, existen al menos tres mecanismos que el
cuerpo humano utiliza para combatir el exceso de ROS o estrés oxidativo: (1) meca-
nismo preventivo en el cual las proteinas que tienen un nicleo coordinado de hierro
o cobre con la capacidad de unirse a otras moléculas previenen la sobreproduccién
de OH; (2) mecanismo de reparacion que consta de enzimas que reparan o eliminan
biomoléculas dafiadas por ROS como glutatiéon peroxidasa, glutation reductasa y
metionina-sulféxido reductasa; y (3) mecanismo eliminador en el cual se encuentran
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enzimas con capacidad para eliminar el exceso de ROS como superéxido dismutasa,
glutation peroxidasa, catalasa, entre otras metaloenzimas y sustancias quimicas con
capacidad de eliminacién entre las que destacan las grasas poliinsaturadas, acidos,
vitaminas C y E, dcido trico, bilirrubina, carotenoides y flavonoides (Martinez San-
chez et al., 2003).

Por otra parte, las investigaciones han declarado que, bajo estrés, el cuerpo hu-
mano puede tener mayor cantidad de ROS que agentes antioxidantes generando
dafio celular (Gupta, 2010; Krishnaiah et al., 2011). Si hay un desequilibrio entre
ROS y antioxidantes se pueden desencadenar diversas enfermedades del tipo car-
diovasculares y neurodegenerativas como cancer, Alzheimer, diabetes, de tipo neu-
rolégicas, endocrinas, respiratorias, inmunes, autoinmunes, trastornos géstricos y
carcinogénesis (Jang et al., 2010). Debido a esto se ha generado un interés creciente
en el estudio de compuestos que posean actividad antioxidante.

Los antioxidantes son sustancias presentes en bajas concentraciones que retrasan
o inhiben significativamente la oxidacién. De acuerdo a Velioglu et al. (1998), los
antioxidantes naturales mas importantes son los CFs como tocoferoles, flavonoi-
des y dcidos fendlicos, compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de clorofila,

aminodcidos y aminas), carotenoides o dcido ascérbico .

1.4.1. Métodos para evaluar la capacidad antioxidante

Actualmente, el estudio de la capacidad antioxidante es uno de los temas de estu-
dio mds populares entre la comunidad cientifica. Los métodos in-vitro son los més
comunmente utilizados y se basan en la reaccién de transferencia de un solo elec-
trén o de tipo redox que presentan variaciones en la coloracién correlacionadas con

con la concentracién de antioxidantes en la muestra (Moharram and Youssef, 2014).

1.4.1.1. Ensayo ABTS

El primer ensayo ABTS fue descrito en 1993 por Miller et al. (1993); el método se
desarrollé basado en la absorcién del radical cation ABTS®* para evaluar la capa-
cidad antioxidante total de fluidos corporales y soluciones farmacolégicas (Miller
et al., 1993).

El radical ABTS*" se genera a traves del acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzoatixolin)-
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6-sulfonico. Este radical es un compuesto croméforo quimicamente estable con un
amplio rango de pH, es soluble en agua y exhibe una fuerte absorcién en el rango
de 600-750 nm (Miller et al., 1993). Se puede generar también a partir de la reacciéon
entre ABTS y persulfato de potasio con una produccién directa del ABTS®**con una
coloracién verde y/o azul presentando absorciones maximas en longitudes de onda
de 645, 734 y 815 nm o mds comtinmente con un maximo de 415 nm. El radical se
genera entonces directamente en forma estable antes de la reaccién con los antioxi-
dantes. La extension de la decoloracion del ABTS estd determinada por el porcentaje
de inhibicién del catién radical ABTS®*" como funcién de la concentracién y tiempo
después de considerar como estdndar y de medir la reactividad relativa del Trolox
(Nenadis et al., 2004).

1.4.1.2. Ensayo FRAP

Este método mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el hierro férrico
por lo que se basa en la reduccién del complejo de hierro férrico y 2,3,5-trifenil-
1,3,4-triaza-2-cloruro de azoniaciclopenta-1,4-dieno (TPTZ) a la forma ferrosa en pH
bajo. Esta reduccion se controla midiendo el cambio de absorcion a 593 nm en un

espectrofotémetro.

1.5. Extraccion solido-liquido

La extraccion solido-liquido o lixiviacion es un proceso de separacion que implica
la transferencia de solutos de una matriz sélida a un solvente. Esta operacién unita-
ria es ampliamente utilizada en la industria alimenticia para extraer componentes
de diversas matrices como la sacarosa en la cafia o remolacha, lipidos de semillas
oleaginosas, proteinas en harinas de semillas, fitoquimicos de plantas e hidrocoloi-
des de algas, entre otros (Tzia and Liadakis, 2003). Todas las técnicas de extraccion
tienen algunos objetivos en comtin como, (a) la extracciéon de compuestos bioac-
tivos especificos de muestras vegetales complejas, (b) la eliminacién de posibles
interferencias, (c) incrementar la concentracion de los compuestos bioactivos que
conducen al aumento en la sensibilidad de la técnica, (d) convertir el analito en una
forma adecuada que permita su facil deteccion y separacion y finalmente, (e) para
proporcionar un método reproducible que sea independiente de las variaciones que
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presente la muestra (Smith, 2003).

Desde el punto de vista ingenieril, la lixiviacién es una operacién de transfe-
rencia de masa en estado dindmico, multifasica y multicomponente. De acuerdo a
Rodriguez-Jimenes et al. (2013), la lixiviaciéon es una operacion unitaria en la que un
material extraible se transporta entre dos fases en contacto, el refinado y el extracto.
El refinado es el medio s6lido heterogéneo que representa a la fuente extraible y por
otro lado, el extracto, es el medio liquido homogéneo compuesto principalmente
por el disolvente en el cual se recupera el material extraible.

Una serie de etapas fenomenolégicas ocurren durante la interaccion de la particu-
la que contiene al soluto y el solvente que efecttia la separacién como se representa
en la Figura 1.1. Las etapas son:

1. El solvente se transfiere desde la solucién en el seno del fluido a la superficie
del soélido.

2. El solvente penetra o se difunde en el sélido a través de los poros.
3. El soluto se disuelve desde el s6lido al solvente (cinética de extraccién).

4. El soluto se difunde a través de la mezcla a la superficie del solido (difusiéon

intraparticula o interna)

5. El soluto se transfiere de la superficie del sélido a la solucién en el seno del
fluido.

=
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Figura 1.1. Esquema del proceso de extraccién sélido-liquido (Tzia and Liadakis,
2003).
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La curva de extraccién generalmente se compone de una primera etapa de extrac-
cién rapida (etapa de lavado) seguida de una etapa lenta (etapa de difusién). Esta
primera etapa hace referencia a la entrada del solvente a la matriz vegetal generan-
do la disolucién de los compuestos bioactivos en el solvente o lo que se conoce como
cinética de extraccion. Durante la segunda etapa también conocida como etapa de
difusion intraparticula, los compuestos bioactivos se difunden desde el interior de
la matriz vegetal y avanzan por los poros hasta llegar a la fase fluida (Chan et al.,
2014). Como resultado de estas etapas, la extraccion se interpreta como una veloci-
dad en términos de masa de soluto lixiviado/unidad de tiempo o, mds comtnmen-
te, como cambio en la concentracién de soluto en el sélido/unidad de tiempo (Tzia
and Liadakis, 2003).

1.5.1. Principios generales del proceso de extraccion

solido-liquido
1.5.1.1. Difusion

La difusién molecular es el proceso por el cual las moléculas son transportadas
desde una parte del sistema a otra como resultado de un gradiente de concentra-
cién. En la extraccion sélido-liquido de matrices vegetales o alimenticias, el interior
del sélido no puede ser agitado y es poco probable que ocurra turbulencia en los
pequefios capilares y poros, lo que deja a la difusion molecular como el principal
mecanismo de transporte dentro de la fase sélida (Tzia and Liadakis, 2003). La ve-
locidad de difusién determina el tiempo necesario para lograr el equilibrio entre las
dos fases (Toledo et al., 1991).

Las leyes de Fick proporcionan las bases semiempiricas para el anélisis de la difu-
sién molecular. La primera ley de Fick es ttil para definir un coeficiente de difusién
o la difusividad (D), la cual establece que bajo condiciones de estado estacionario
(es decir, que la concentracién no cambia con el tiempo) el flujo unidireccional del
soluto (J, mol/s) en la direccién r es directamente proporcional a la difusividad del
soluto, al area atravesada por el flujo y el gradiente de concentracién entre dos pun-
tos expresados en términos de concentracién absoluta o fraccién molar (Tzia and
Liadakis, 2003). Esta ley describe la difusién referente a un sistema de coordenadas
tijo y para el caso unidireccional toma la forma:
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j=2 —cD—==_——— (1.1)

donde j es el flux molar en moles por unidad de tiempo y &rea,  es la direccién del
flujo, A es el drea de transferencia de masa por unidad de particula en la que ocurre
el fenémeno de difusién y c es la concentracién molar total. El signo negativo da
un término de flujo positivo debido a que se parte de la referencia de gradiente de
concentracion negativo(Tzia and Liadakis, 2003).

En situaciones reales existen condiciones dindmicas lo que conlleva a que la con-
centracion del soluto varie con el tiempo (t) y la posicion (r) dentro del sélido (Tzia
and Liadakis, 2003). Para estos caso se puede emplear la segunda Ley de Fick (o
ecuacioén de difusién) y toma la siguiente forma general.

oc 92%c 9o [/oc
3 ~Pan =D <$) (1.2

La cual hace referencia a que el flujo del soluto es directamente proporcional al
cambio en el gradiente de concentracion con la posicién. Cuando este gradiente es
constante, es decir dc/dt = 0, significa que las condiciones de estado estacionario
estan presentes por lo que se utiliza la Ecuacién 1.1 (Tzia and Liadakis, 2003).

La desventaja de la Ecuacion (1.1) es que debe ser conocida la distancia sobre
la cual ocurren los cambios de concentracién para poder determinar el gradiente;
lo cual se vuelve dificil a la hora de cuantificar el proceso dentro de un equipo de
extraccion y, ademds, es importante considerar la transferencia de masa interfacial.
Debido a esto, algunos estudios (Lazar et al., 2016; Pan et al., 2012; Sivarajan et al.,
2013; Tusek et al., 2016) han optado por estudiar la transferencia de masa utilizando
coeficientes multiplicados por una fuerza impulsora que sea medible; por lo que,
el problema de la distancia se oculta en el coeficiente que también contiene impli-
citamente a la difusividad (Tzia and Liadakis, 2003). Una de las expresiones mds
utilizadas en la actualidad es,

Velocidad de extraccion = coeficiente de trans ferencia de masa X fuerza impulsora
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(1.3)

La fuerza impulsora en el proceso de extraccién se considera como la diferen-
cia entre la actividad quimica del soluto dentro del sélido y en la solucién madre.
Por razones précticas, la velocidad es expresada como el producto de la diferencia
entre la concentracion del soluto externa (cou) y la del interior del sélido (¢;,), v
un coeficiente de transferencia de masa basado en la concentracién. Es importante
mencionar que, generalmente, c;,, se toma usualmente como la concentracién del
soluto en la fase liquida que debe estar en equilibrio con la concentraciéon del sélido
(c*). Entonces, la fuerza impulsora de la extraccioén se expresa como (¢* — cs), donde
cs puede ser medido en la solucién madre. Debido a lo anterior, la Ecuacién (1.3)
toma la siguiente forma,

N =kc(c* —cs) (1.4)

donde la velocidad de extraccion N depende de la diferencia en la variable termo-
dindmica (expresada como concentracién) y un coeficiente global de transferencia
de masa k. que incluye los pardmetros fisicos y microestructurales del proceso. Si
el area de la interfase (a) no se conoce, entonces el coeficiente se transforma en k.a
(Tzia and Liadakis, 2003).

1.5.1.2. Equilibrio

Cuando la relacién s6lido/solvente es adecuada para satisfacer la solubilidad del
soluto, existe el equilibrio el cual es una condicién donde la concentracién de solutos
en ambas fases (s6lida y liquida) son iguales. Cuando la cantidad de solvente es
inadecuada para disolver todo el soluto presente, el equilibrio se considera como
una condicién en la que no se produciran mas cambios en la concentracion de soluto
en ninguna de las fases con un tiempo de contacto prolongado; por lo que para que
se produzca el equilibrio debe haber un tiempo de contacto suficiente entre ambas
fases (Toledo et al., 1991).
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1.6. Extraccion de compuestos fenolicos

Los compuestos bioactivos provenientes de fuentes vegetales se encuentran den-
tro de estructuras insolubles tal es el caso de las vacuolas en las células vegetales
y en bicapas de lipoproteinas que pueden dificultar su extraccién (Corrales et al.,
2008). Actualmente, se han desarrollado una gran variedad de técnicas de extraccién
para los compuestos bioactivos de origen vegetal. Estas se han aplicado a diversas
condiciones para poder investigar y comprender los mecanismos de extraccién y la
selectividad de diversas fuentes naturales. Los objetivos principales de desarrollo y
optimizacion del método de extracciéon son obtener el maximo rendimiento de los
compuestos objetivo, separar los compuestos funcionales de los compuestos inde-
seables (impurezas, compuestos t6xicos), evitar la descomposicién, deterioro y/o la
pérdida de la funcionalidad durante el procesamiento y mantener el proceso con los
requisitos industriales reglamentarios asegurando la naturaleza de grado alimenti-
cio del producto final (Hogervorst et al., 2017).

La extracciéon convencional (ECV) sigue siendo la técnica de extraccién maés apli-
cada para la obtencién de compuestos bioactivos provenientes de vegetales a pesar
de que presentan grandes desventajas como largos tiempos de extraccion, pérdida
de compuestos debido al proceso de hidrolisis y oxidacion durante la extraccion,
asi como la contaminacién ambiental debido a los grandes volimenes de solven-
tes organicos utilizados (Bonfigli et al., 2017; Caldas et al., 2018; Drosou et al., 2015;
Galanakis et al., 2015). Estos métodos convencionales se basan predominantemente
en procesos de calentamiento lo que facilita la transferencia de masa entre las dife-
rentes fases del sistema; sin embargo, pueden dar como resultado la degradacién
de compuestos termoldabiles y también requieren de un consumo significativo de
energia (Barba et al., 2016). Algunos ejemplos de estas técnicas convencionales son
la maceracion y la extraccién Soxhlet.

Hoy en dfa, las tecnologias innovadoras y emergentes estdn atrayendo cada vez
mads el interés de las industrias alimentarias para afrontar problemas relacionados
con la aplicacion de técnicas de ECV. Estas nuevas tecnologias (es decir, campos
pulsados, US, alta presion, fluidos supercriticos, etc. ) se encuentran en constante
investigacion para satisfacer el crecimiento de la demanda de los consumidores de
alimentos y subproductos minimamente procesados, y para cumplir con los requi-

sitos del concepto de extraccién ecolégica. Este concepto representa una tenden-
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cia efectiva para la recuperacion sostenible de compuestos de alto valor agregado
con menor consumo de energia (Galanakis, 2013). Ademas, estas técnicas presentan
grandes ventajas como la minimizacién del uso de solventes organicos, acortamien-
to del tiempo de extraccién, disminucién de la temperatura de procesamiento, in-
tensificacion de la transferencia de masa, aumento en el rendimiento y alta calidad
del extracto (Chemat et al., 2015).

En la actualidad, el US es una de las técnicas de extraccion més utilizadas debi-
do a su facilidad de operacién y a sus altos rendimientos. Esta tecnologia puede
mejorar el proceso de extraccién ya que incrementa la transferencia de masa entre
el solvente y la matriz vegetal. Ademas, el colapso de las burbujas conduce a una
mejor disrupcion celular debido a la implosién de éstas cerca de la superficie sélida;
esto permite una mejor penetracién del solvente en la muestra. Por ende, esta alter-
nativa ha llamado la atencién debido a que tiene grandes ventajas como el aumento
de la transferencia de masa, mejor penetracion del solvente, menor dependencia del
solvente utilizado, extraccion a temperaturas bajas, tasas de extraccién mas rapidas
y mayor rendimiento de productos. Estas caracteristicas hacen que el uso del US
sea una propuesta atractiva para la extraccién de compuestos bioactivos en mues-
tras vegetales (] Mason et al., 2011).

1.7. Ultrasonido (US)

El US se define como ondas de sonido que tienen una frecuencia que excede el
limite de audicién del oido humano (~20 kHz). Actualmente, es una alternativa
emergente que ha sido desarrollada para minimizar el tiempo de procesamiento,
maximizar la calidad y garantizar la seguridad de los productos alimenticios. Esta
técnica presenta efectos positivos en el procesamiento de alimentos entre los que
destacan la transferencia de masa, la conservacion de alimentos, asistencia de tra-
tamientos térmicos y la manipulacién de texturas y anélisis de alimentos (Knorr et
al., 2011).

Basado en el rango de frecuencia, las aplicaciones del US en el procesamiento,
analisis y control de calidad de los alimentos se divide en dos categorias: baja y
alta intensidad. E1 US de baja energia (baja potencia, baja intensidad) tiene frecuen-
cias superiores a 100 kHz a intensidades inferiores de 1 W - cm? lo que le permite
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ser utilizado en andlisis no invasivos y monitoreo de diversas matrices alimenticias
durante el procesamiento y almacenamiento para garantizar calidad y seguridad.
También se ha utilizado como apoyo en programas de mejora genética para eva-
luar la composicién de productos cérnicos, crudos y fermentados, pescado y aves
de corral (Awad et al., 2012)

Por otro lado, el US de alta energia (alta potencia o alta intensidad) utiliza inten-
sidades superiores a 1 W-cm? en un rango de frecuencia entre 20 y 500 kHz, lo que
lo hace un método destructivo con efectos prometedores en el procesamiento de
alimentos, preservacion y seguridad. Esta frecuencia del US se ha utilizado como
alternativa a las operaciones convencionales de procesamiento de alimentos para
controlar la microestructura y modificar las caracteristicas de textura de productos
grasos (sonocristalizacién). También se ha utilizado en la inactivacién o aceleracién
de la actividad enzimadtica para mejorar la vida ttil y la calidad de los productos
alimenticios, en la inactivaciéon microbiana, congelacién y descongelacion, liofiliza-
cién, secado y mejoras en de los procesos de extraccién para obtener compuestos
bioactivos de diversos alimentos (Awad et al., 2012).

1.7.1. Ultrasonido de alta intensidad

La propagacion del US a través de un material biolégico induce a una serie de
compresiones y descompresiones de particulas que genera una alta cantidad de
energia. E1 US de alta intensidad presenta frecuencias superiores a 20 kHz que oca-
sionan efectos mecénicos, quimicos y/o bioquimicos que se utilizan para modificar
las propiedades fisicoquimicas y mejorar la calidad de varios sistemas alimentarios
durante el procesamiento (Mason, Chemat y Vinatoru, 2011). Este tipo de US se
puede aplicar usando bafios de sonicacién o sondas de inmersion ultrasénicas con
diferentes longitudes, didmetros y geometrias de puntas en funcién de la aplicacién.

Debido a que el US es una onda mecanica; la frecuencia, la longitud de onda y la
amplitud pueden influir en el proceso de extraccion (Pingret et al., 2013b).

1. Frecuencia (f) se mide en hertz y expresa el nimero de ciclos por segundo.
Para propositos de extraccion las frecuencias mas comunes son 20-50 kHz.

2. Periodo (P) es el reciproco de la frecuencia (1/f) y representa el tiempo de un
ciclo. Tanto el periodo como la frecuencia estdn determinados solamente por
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la fuente ultrasoénica.

3. Longitud de onda (A) representa la longitud o distancia de un ciclo y esté
determinada por la fuente ultrasénica (con una frecuencia dada) y el medio
(con una velocidad de propagacién).

4. Amplitud (A) representa la altura de la onda y es usualmente medida en de-
cibeles (dB) o pascales (Pa). La amplitud tiene un efecto importante en la for-
macién e implosién de las burbujas de cavitacion.

5. Velocidad de propagacion (C) representa qué tan rdpida la onda se mueve a
través del medio.

1.7.2. Cavitacion

La cavitacion actstica generalmente hace referencia a la formacién, crecimiento e
implosién de burbujas que ocurren durante la propagacion de la onda ultrasénica
en un medio liquido (Kentish and Ashokkumar, 2011). Las moléculas que constitu-
yen al medio liquido se mantienen unidas por fuerzas de atraccion. La propagacion
de la onda ultrasénica a través de un medio induce a una serie de fases de com-
presién y descompresion, lo que resulta en un desplazamiento longitudinal de las
moléculas del liquido moviéndolas temporalmente de su posicién original ocasio-
nando el choque con otras moléculas cercanas. Durante la fase de descompresion,
se ejerce una presion negativa ocasionando que las moléculas se separen entre ellas
(Suslick, 1989). El alcance de esta presiéon depende de la naturaleza y pureza del
liquido (Mason and Lorimer, 2002; Suslick, 1989).

Durante una fase de descompresioén y con una suficiente intensidad de la onda
ultrasénica, se podria generar una cavidad en el liquido o una burbuja de cavitacion
(Mason and Lorimer, 2002). Estas burbujas de cavitacién pueden crecer por coales-
cencia y/o difusién rectificada (Ashokkumar, 2011; Leong et al., 2011), ya que los
vapores o el gas que se encuentra disuelto en el medio entra a la burbuja en la fase
de descompresion y no se expulsa por completo durante el ciclo de compresién. Las
burbujas de cavitacion se clasifican comtdnmente en dos tipos: estables y transitorias
(Leong et al., 2011; Mason and Lorimer, 2002). Las burbujas de cavitacion estables
pasan por varios ciclos de compresion y descompresion y, a menudo, oscilan lineal-
mente alrededor de un tamafio de equilibrio. Por el contrario las transitorias existen
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uno o solo algunos ciclos actisticos, en los cuales se expanden muy rapidamente
para al menos duplicar su tamafio inicial antes de colapsar violentamente en bur-
bujas mds pequefias. También se les conoce como “burbujas de cavitacion activas”.
De acuerdo a Ashokkumar (2011), ambos tipos de burbuja son de alta energia de
colapso.

Cuando las burbujas de cavitacion alcanzan un valor critico, colapsan durante un
ciclo de compresién y se crea un punto caliente transitorio (Flint and Suslick, 1991).
El colapso de estas burbujas genera condiciones locales extremas: temperatura de
hasta aproximadamente 5000 K (Flint and Suslick, 1991) y presiones alrededor de
50-1000 atm (Suslick, 1989).

Se han reportado diversos efectos cuando las burbujas de cavitacion colapsan cer-
ca de la superficie de un material sélido (Suslick, 1989). El colapso de estas burbujas
genera chorros de alta velocidad de liquidos en la superficie y dafios por ondas de
choque, lo que puede conducir a la fragmentacion de los materiales y a la erosion
localizada. Cuando se trata de un sistema sélido-liquido, la cavitacion actstica y las
ondas de choque inducen macro-turbulencia, micro-mezclado y subsecuentemente
colisiones intraparticula. Esto resulta en una mayor reactividad general en el medio
y un aumento en la transferencia de masa de particulas sélidas debido a la reduc-
cién del tamafio de particula (Chemat et al., 2015).

Aunque el US posee grandes ventajas en lo que respecta a parametros de calidad
de diversas matrices alimenticias, los efectos fisicoquimicos de la aplicacién de esta
técnica puede ocasionar deterioros de calidad en los alimentos como aparicién de
sabores desagradables, modificaciones en los pardmetros fisicos y degradacién de
compuestos. La cavitacién actistica puede producir radicales OH™ y H que se acu-
mulan en la superficie de las burbujas de cavitacién, los cuales son los responsables
de generar productos de degradacion que, a su vez, pueden desencadenar reaccio-
nes de formacion de radicales en cadena y ocasionar alteraciones en las matrices
alimenticias (Pingret et al., 2013a).
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1.8. Extraccion de compuestos fenolicos asistida con

ultrasonido

Actualmente se han realizado varios estudios (Tabla 1.3) para evaluar el uso del
US de alta intensidad para la extraccién de CFs en matrices vegetales. De acuerdo
a Vilkhu et al. (2008), los beneficios de ésta técnica més destacados incluyen, (a)
mejoria en el rendimiento o la tasa de extraccién, (b) permite el uso de disolventes
amigables con el medio ambiente o GRAS (Generalmente reconocido como seguro
por sus siglas en inglés) y (c) reduccion tanto en los tiempos de extracciéon como en
las temperaturas de operacién.

Tabla 1.3. Estudios reportados de extracciéon de CFs con US de alta intensidad en
subproductos de frutas.

Matriz vegetal Analito Equipo de Condiciones de Referencia
us operacion
Semillas deuva  Fenoles y Bafio T=30-50°C, t=5-25 (Ghafoor
Campbell Early antociani- min, E=25y 50 etal,
nas (%v/v) f=40 kHz, 2009)
P=250 W
Céscara de Flavanonas Baiio T=25-40°C, t=30 min, (Khan
naranja (Citrus E=20-80 (%v/v), etal.,,
sinensis L.) f=25kHz, P=50-150 2010)
Y%
Residuos de Fenoles Sonda T=30-50°C, t=5- 45 Al-Dhabi
café molido min, R=1:05-1:30, et al.
£=30.8 kHz, (2017)
P=100-300 W
Pulpa de Fenoles y Sonda T=10-70°C, t+=0.2-0.7  (Espada-
morera (Morus  antociani- s, R=10:1-5- Bellido
nigra) nas 20:1.5,E=50-100 etal,

(%v/v), f=24 kHz, 2017)
P=200 W, A=30-70 %,
pH=3-7

24



I. ANTECEDENTES

Ghafoor et al. (2009) evaluaron la influencia de distintas variables de proceso en
la extracciéon de CFs de semillas de uva “Campbell Early” utilizando la metodologia
de superficie de respuesta. Los resultados mostraron que las condiciones 6éptimas
de extraccién fueron con una temperatura de 52.8°C, un tiempo de 29.55 min, un
porcentaje en volumen de 54.8 % de etanol con lo que se obtuvo un maximo rendi-
miento de 5.47 mg GAE/100 mL de fenoles totales, 12.22 mg/mL de antioxidantes
y 2.48 mg/mL de antocianinas. También observaron que existe un correlacién im-
portante entre el contenido total de CFs, CA y los niveles de antocianinas obtenidos
de las semillas de uva utilizando el US.

Khan et al. (2010), de igual manera, utilizaron la metodologia de superficie de
respuesta para evaluar el efecto que tenian las variables de proceso en la extraccién
de flavanonas glicolisadas en cdscara de naranja (Citrus sinensis L.). Las condicio-
nes Optimas que se encontraron en este estudio son una temperatura de 40°C, una
potencia ultrasénica de 150 W y un porcentaje en volumen de 80 % etanol-agua.
Bajo estas consideraciones, se encontr6 que el contenido total de CFs obtenido por
US durante 15 min fue significativamente alto comparado con el obtenido por el
método convencional durante 60 min, lo que demuestra que el US permite tener
rendimientos de extraccion altos en periodos cortos de tiempo. Por otra parte, las
cantidades de flavanonas (naringina y hesperidina) obtenidas en el US (70.3 y 205.2
mg/100 g de muestra fresca, respectivamente) fueron considerablemente altas con
aquellas obtenidas por ECV (50.9 y 144.7 mg/100 g de muestra fresca, respectiva-
mente).

Al-Dhabi et al. (2017) estudiaron el efecto que tienen las variables de proceso en la
extraccion de diversos CFs en residuos de café molido mediante EAU. Las condicio-
nes 6ptimas obtenidas fueron una potencia ultrasénica de 243.9 W, una temperatura
de 39.8°C, un tiempo de 33.9 min y una proporcion solido-liquido de 1:16.7 g/mL.
Con lo anterior, se obtuvo un rendimiento de extraccion de 36.25 mg GAE /g de CFs
totales, 4.50 mg QE/g de flavonoides, 1.36 mg/g de 4cido clorogénico y 0.53 mg/g
de 4cido protocatechuico respectivamente.

Espada-Bellido et al. (2017) utilizaron un andlisis estadistico para evaluar la in-
fluencia de las variables de proceso en la extraccién de fenoles y antocianinas en
pulpa de morera (Morus nigra) aplicando US de alta intensidad. Las condiciones
6ptimas para la extraccion de antocianinas fueron con un porcentaje en volumen
de 76 % de etanol-agua a un pH de 3, una temperatura de extraccion de 48°C, una
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amplitud ultrasénica del 70 %, un ciclo de 0.7 s y una proporcién sélido-liquido de
12:1.5. Mientras que, para el contenido total de CFs fueron con una un porcentaje
en volumen de 61 % de etanol-agua a un pH de 7, una temperatura de extraccién de
64°C, una amplitud ultrasénica del 70 %, un ciclo de 0.7 s y una proporcién sélido-
liquido de 11:1.5. El tiempo de extracciéon 6ptimo para ambos casos fue de 10 min.
Con lo anterior, se concluy6 que la EAU puede ser considerada una herramienta
facil y econémica para la extraccién de fenoles y antocianinas en morera.

1.9. Modelacién de la extraccién sélido-liquido

La extracciéon de CFs se considera un proceso multifactorial que involucra dife-
rentes mecanismos con un alto grado de variabilidad. Habitualmente, este tipo de
proceso comprende una gran cantidad de pardmetros o variables, las cuales son
complejas de determinar. Por lo tanto, entender las relaciones entre las variables de
entrada y como afectan la calidad del producto es esencial para mejorar el rendi-
miento de extraccion de estos compuestos (Das and Dewanjee, 2018).

El modelo matemaético de los procesos de extraccion sélido-liquido es una herra-
mienta ingenieril muy importante en el disefio de procesos para optimizacién de
energia, tiempo y consumo de reactivos quimicos (Wang et al., 2019). Los modelos
matemdticos pueden dividirse en empiricos y mecanisticos.

El modelado empirico es utilizado cuando los procesos que controlan el compor-
tamiento del sistema de interés son insuficientes o indirectamente conocidos, ya que
este tipo de modelo no toma en cuenta las interacciones de las variables en el pro-
ceso (Carranza, 2008). Este tipo de modelo solamente predice como una variable se
ve afectada y se basa en aproximaciones empiricas y técnicas de regresiéon (Ramirez
et al., 2007); a pesar de que no explican fisicamente el proceso de extraccion, este
tipo de modelos intentan determinar la relevancia y relaciones entre las variables
de proceso (Gonzalez-Centeno et al., 2015) Por el contrario, el modelo mecanistico
aplica el conocimiento fundamental y/o tedrico de las variables y sus interaccio-
nes para predecir o comprender la variable objetivo de interés. Se basa en ecuacio-
nes matemadticas que describen las interacciones entre las variables que controlan
el comportamiento del sistema de interés, y para la resolucion de estas ecuaciones
se utilizan suposiciones generales o simplificadas como condiciones iniciales o de
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frontera (Carranza, 2008).

Los modelos de extraccion de sélido-liquido pueden basarse en ecuaciones feno-
menolégicas que permiten explicar el fenémeno de transferencia de masa usando
leyes fisicas, los mas populares son aquellos modelos en los que se utiliza la teoria
de difusién (Blasco et al., 2006). Es importante mencionar que la mayoria de los es-
tudios que han sido reportados se basan en los siguientes formalismos: modelos de
difusién en los que se omiten los términos cinéticos y modelos que hacen uso s6lo de
la cinética para tener en cuenta tanto el proceso de difusioén y cinética de extraccién
(Castillo-Araiza et al., 2015). La aplicacién actual de los modelos de transferencia
de masa, ya sea tomando en cuenta la cinética de extraccién o la difusién, repre-
senta una importante drea de investigacion debido a la falta de estudios de los dos
fenémenos por separado. La Tabla 1.4 muestra algunos ejemplos de la aplicacién de
modelos cinéticos y difusivos en el proceso de extraccion sélido-liquido.

Pan et al. (2012) estudiaron la cinética de extraccién de antioxidantes en residuos
de céscara de granada con US en modo continuo y pulsado. Para este estudio utili-
zaron un modelo de segundo orden en donde k representa la constante de extraccién
(L/g min), PC, la concentracién equilibrio de fenoles en el extracto liquido (g/L) y
PC; la concentracién total en el liquido a un determinado tiempo t (g/L). Los re-
sultados demostraron que k y PC, pueden ser afectadas por el uso de US en modo
continuo y pulsado. Con un valor de intensidad de 59.2 W/cm?, el US con una in-
tervalo de pulso de 5 segundos y el US continuo mostraron valores mas altos de k
que el método convencional, lo que verifica que la EAU (ya sea en modo continuo
o pulsado) puede mejorar la velocidad de extraccién de antioxidantes a partir de
cascara de granada.

Tsibranska et al. (2011) evaluaron la extraccién de fenoles y flavonoides en un
hibrido de Sideritis ssp. La extraccion se realizé con el método convencional utili-
zando etanol-agua como solvente. Para el estudio de difusién tomaron en cuenta la
ley de Fick donde C es la concentracién local de soluto (kg/m?3) en la particula en el
tiempo ¢ (s), D es el coeficiente efectivo de difusion (m?/s), r es la distancia radial
(m), C y C; hacen referencia al volumen promedio del s6lido y a la concentracion en
la fase liquida, V; y V; son los respectivos volimenes de la fase sélida y liquida (1n3).
Los resultados mostraron que se alcanza una extracciéon de compuestos en un 90 %
después de 2 horas con valores de 105.07£1.97 mg/100 mL de CFs y de 41.46+0.72
mg/100 mL de flavonoides; y se encontré que la relacién entre el total de fenoles
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y flavonoides era lineal, para diferentes tiempos. También se encontré un valor de
D = 1.5 x 10712 m? /s con un tamafio de particula constante y se observé que con la
presencia de particulas pequefias se obtienen tiempos bajos de difusién lo que con-
duce a un rdpido aumento en la concentracién de especies extraidas al comienzo
del proceso.
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Karabegovic et al. (2011) estudiaron el contenido total de CFs y su CA de extrac-
tos obtenidos de Artemisia sp. mediante Soxhlet y EAU basdndose en un modelo
cinético simple donde b’ es el coeficiente de lavado, k' es el coeficiente de extrac-
cién (1/min), q es el contenido total de sustancias extraibles en la matriz vegetal
(g/(100g)), t es el tiempo en minutos y (9 — qp) es la cantidad de sustancias extrai-
bles en el solvente. Se concluy6 que independientemente de la técnica de extraccion
y el tipo de sustancia de extraccion, el efecto del US se reflejo en el coeficiente b'.
Por otro lado, k se vio negativamente afectada por el uso del US lo que se debe a la
oxidacién y degradacion de los compuestos bioactivos por tiempos de sonicaciéon
prolongados.

Buci¢-Koji¢ et al. (2007) evaluaron el efecto de las variables de proceso en la velo-
cidad de extraccién de residuos de semillas de uva mediante ECV. Para este estudio
se utiliz6 un modelo cinético de Peleg donde C(t) se refiere a la concentracién total
de fenoles en el tiempo t (mg GAE/g), t es el tiempo de extracciéon en minutos, Cy
es la concentracién inicial de fenoles en t = 0 (mg GAE/g), K; es la constante de
velocidad de Peleg (min - g/mg GAE) y K3 es la constante de capacidad de Peleg
(g§/mg GAE). Se obtuvieron un total de CFs de 14.72mg GAE/g a 66.81 mg GAE/g
bajo las condiciones experimentales. Por otra parte, se logré extraer el 80-90 % de
los fenoles en los primeros 40 minutos de extraccion. La temperatura y el tamafio
de particula, asi como la interaccién entre estas, tuvo una influencia significativa
en las cinéticas de extraccion. Los valores de la tasa de extraccién inicial (1/K7) y
la extensién de extraccion (1/K3) se incrementaron cuando el tamafio de particula
disminuy6, mostrando una tendencia exponencial. En lo que respecta a la tempera-
tura de extraccion, se encontré gran influencia en los valores de 1/K; y 1/Kj; para
particulas de tamafio mayor que para las de menor tamafio, lo cual se comprob6
por los altos valores de energia de activacion encontrados.

Rakotondramasy-Rabesiaka et al. (2010) estudiaron la transferencia de masa du-
rante la extraccion de aceite a partir de semillas de girasol mediante el método con-
vencional, utilizando un modelo de difusion derivado de la Ley de Fick donde t es
el tiempo de difusion (s), M; y M representan la masa de la sustancia (kg acei-
te/kg alimento seco sin grasa) que se difunden en el tiempo ¢ y en el tiempo infinito
y An y By representan los pardmetros de ajuste del modelo. En este estudio se en-
contré que los valores para el coeficiente A disminuyen cuando la concentracién

inicial de aceite de las muestras incrementa. Mientras que para el coeficiente B que
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incluye al coeficiente de difusion, se observé que se increment6 con la temperatura
y el contenido inicial de aceite. Los valores de difusién calculados en este estudio se
encontraron en un rango de 1.34 x 10712 a 1.87 x 10712 m?/s para semillas prove-
nientes de confiterfa, de 2.06 x 10712 a 5.03 x 10712 m? /s para semillas de Helianthus
annuus y de 9.06 x 10713 a 1.18 x 10712 m? /s para semillas de Helianthus petiolaris.
Ademads, encontraron que el coeficiente de difusién increment6 con la temperatura,

el contenido inicial de aceite y el grado de insaturacion.
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Il.Hipotesis

A partir de estudios tedrico/experimentales que describan los mecanismos ciné-
ticos y difusivos en la extraccion asistida por ultrasonido de alta intensidad de CFs
en uva Syrah (Vitis vinifera), se permitird proporcionar informacién para entender

el fendmeno de transferencia de masa en un sistema por lotes.
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3.1. Objetivo general

Modelar la extracciéon asistida con US de alta intensidad de CFs en uva Syrah

(Vitis vinifera L.) en un sistema por lotes.

3.2. Objetivos especificos

» Realizar una btisqueda bibliogréfica para obtener datos experimentales de ex-
traccién de CFs mediante EAU en uva Syrah.

= Desarrollar un modelo cinético que describa el comportamiento del proceso
evaluado mediante método convencional y EAU.

» Describir el fenémeno de difusién en la extracciéon de CFs en particulas de
uva Syrah (Vitis vinifera L.) mediante método convencional y EAU, estimando

el coeficiente de difusion.
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4.1. Meétodos experimentales

Con el fin de aplicar los modelos matematicos propuestos, se tomaron datos expe-
rimentales a partir del trabajo previamente reportado por Gonzélez-Centeno et al.
(2015) y a continuacioén se describen cada una de las metodologias que dichos auto-
res aplicaron para cada una de las pruebas.

4.1.1. Materia prima
4.1.1.1. Preparacion de la materia prima

La materia prima consiste en bagazo de uva Syrah roja (Vitis vinifera) que inclu-
ye semillas y pieles, las cuales fueron obtenidas después de prensar y macerar la
uva por dos semanas a 25°C. Estas muestras se utilizaron en una proporciéon semi-
lla/piel de 0.2 y un contenido de humedad de 1.18 g HoO/ g dm, el cual fue determi-
nado de acuerdo a la AOAC. Posteriormente fueron almacenadas al vacio a -80°C

hasta su procesamiento y analisis.

4.1.2. Extraccion de compuestos fenolicos

Antes de la extraccion, se redujo el tamafio de particula a 5+1 mm. Se utilizé
agua como solvente de extraccién en una proporcién 1:20 (w/v, g/mL) con un vo-
lumen total de 200 mL. Todos los experimentos se llevaron a cabo en un reactor
enchaquetado para tener un adecuado control de temperatura durante el proceso.
Para cumplir con este propésito, se utilizo una bomba peristaltica (VitaTech 600,
Vitakraft, Alemania) la cual recirculaba una solucién de etilenglicol al 50 % (v/v)
desde el depésito de enfriamiento el cual estaba acompafiado de una unidad de
enfriamiento (Frigedor, ].P. Selecta, Espafia). Las extracciones se realizaron a tres
diferentes temperaturas (20+2°C, 35+3°C y 50+4°C).

Se tomaron cuatro muestras de cada temperatura y tipo de extraccién. Las alicuo-
tas de 1 mL se tomaron a 2.5, 5, 7.5,10, 12.5, 15,20, 25,30, 40, 50 y 60 min. Posterior-
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mente, se filtraron con una membrana de 0.45 um (RC-membrane, Sartorius Stedim

Biotech GmbH, Alemania) y se almacenaron a 4°C para su posterior analisis.
= Método convencional por agitaciéon

Para la ECV se utilizé agitacion mecdnica con un agitador (RZR 2021, Heidolph,
Alemania) equipado con una propela de 4 aspas (50 mm didmetro) a 200 rpm. Se
coloc6 en el punto central del volumen de extraccién (X=2.4 cm del la interfase del
liquido y el fondo del reactor enchaquetado) .

= Método convencional asistido con ultrasonido

Para la EAU, la agitaciéon mecanica fue reemplazada por una sonda ultrasénica
(UP400S, Hielscher Ulttasound Technology, Alemania) que trabajaba a una frecuen-
cia de 55+5 kHz, una densidad de potencia actstica de 4355 W/L, una intensidad
ultrasénica de 22.94-0.1 W/cm?y ciclos de 0.5 s. El sonotrodo, con una una superfi-

cie de emisién de 3.8 cm?, fue inmerso Y=1.3 cm en la solucién de extraccion.

4.1.3. Cuantificacion del contenido fendlico total (CFT)

La CFT se llevé a cabo el método analitico Folin-Ciocalteu descrito por Gonzallez-
Centeno et al. (2012). Se prepararon soluciones de 4 mg de extracto con 10 mL de
solvente etanol-agua (25:75, v/v). Para el andlisis se mezclaron 184 L de agua des-
tilada, 24 pL de la solucién muestra, 12 uL de reactivo Folin y 30 L de una solu-
cién al 20 % (p/v) de Na;COs. Las micropipetas se colocaron un espectrofotémetro
(MultiSkan Spectrum, Thermo Scientific) para incubar la muestra durante 1 hora a
condiciones de oscuridad y 25°C. Posteriormente se midi6 la absorbancia a 765 nm.
La CFT se midi6é mediante una curva de calibracién con respecto al Acido Gélico
(GAE) donde los resultados fueron expresados en miligramos equivalente a GAE
por mililitro de extracto (mg GAE/ mL). Todos los anélisis se realizaron por tripli-
cado.

4.1.4. Determinacion de capacidad antioxidante (CA)

Debido a que ningtin método es capaz de evaluar totalmente la capacidad anti-
oxidante de una muestra se utilizaron dos ensayos espectofotométricos diferentes:
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ABTS y FRAP. Ambos ensayos se realizaron mediante la metodologia descrita por
Gonzallez-Centeno et al. (2012).

4.1.4.1. Método ABTS

Primeramente se realizo la preparacion del radical ABTS mediante la reaccion de
voltimenes equivalentes (1:1) con una soluciéon de ABTS (7 mM) y persulfato de
potasio (2.45 mM). Esta solucién se dej6 reaccionar de 12 a 16 horas a temperatura
ambiente (~23°C) en oscuridad. Para el anélisis se diluyeron 8 mL de la solucién
ABTS con una soluciéon de EtOH/H,O (25:75, v/v) en un matraz aforado de 100
mL hasta obtener una absorbancia de 734 nm.

Posteriormente se colocé en una micropipeta 10 L del extracto y 190 L reactivo
ABTS y se precalentaron a 25°C durante 20 min. Después de 3 min de agitacién, la
mezcla se incub6 nuevamente a la misma temperatura durante un periodo de 30
min y luego se midi6 la disminucién de absorbancia a la misma longitud de onda.
Para la cuantificacién se utilizo una curva de la calibracién con Trolox en una rango
de concentracion de 0 a 0.8 mM utilizando EtOH/H,O (25:75, v/v) como disolvente.

4.1.4.2. Método FRAP

Primeramente, se preparé el radical FRAP mezclando una solucién de TPTZ a
0.01 M en HCl a 0.04 M, una solucién acuosa de FeCl3-6H,O y una solucién buffer
de acetato (pH 3.6, 3.1 g de acetato de sodio y 16 mL de acido acético por litro de so-
lucién buffer) en una proporcion 1:1:10. Todos los reactivos se prepararon el mismo
dia en el que se llevaron a cabo los anélisis, excepto la solucién buffer y la del dcido
clorhidrico. Para la medida de la actividad antioxidante por FRAP se siguieron las
mismas condiciones experimentales que las mencionadas anteriormente por el mé-
todo ABTS. Finalmente, las muestras fueron leidas a un pico de absorbancia de 593
nm. Todos los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron en

mg de Trolox/ 100 g m. s.
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4.2. Meétodos tedricos

A continuacién se describen cada uno de los pasos a seguir para el desarrollo de
los modelos matematicos (cinético y difusivo) que aporta este trabajo.

4.2.1. Modelacion
4.2.1.1. Modelo cinético

El modelado matemético es de gran importancia ya que proporciona una com-
prension mas profunda del mecanismo de un proceso de extraccion. El uso de mo-
delos empiricos de tipo cinético permite obtener parametros de manera rapida con
sus respectivos coeficientes . Estos resultados se pueden utilizar para determinar las
variables independientes mas importantes asi como también para facilitar el disefio,
la optimizacién y el control del proceso de extraccién.

En el presente trabajo se implementaron dos tipos de modelos matematicos (pri-
mer y segundo orden) para analizar la cinética de extraccion de CFs en residuos de
uva Syrah. Los pardmetros cinéticos de cada uno de los modelos se determinaron
a partir de los datos experimentales obtenidos por Gonzélez-Centeno et al. (2015)
para cada variable.

La expresion general linealizada del modelo cinético de primer orden se expresa
en la Ecuacion (4.11),

Cr = Co(1—e7H) (4.1)

Mientras que la de segundo orden se muestra en la Ecuacion (4.12),

t t 1
=

S 42
G C. k(2 (42)

En donde C; representa la concentracion de CFs total , C, la concentraciéon en
equilibrio, k y kj las constantes cinéticas de primer y segundo orden y t el tiempo.
Para la solucién de ambos modelos matematicos, se considero a la concentraciéon

en equilibrio (C,) como el altimo valor de la curva obtenido en cada experimento.
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Finalmente, la solucién de cada uno de los pardametros del modelo se determiné
mediante el uso de las Ecuaciones (4.1 y 4.2) en conjunto con los valores de la pen-
diente y la interseccion de la gréfica de log(C, — C;) vs t para el modelo de primer
orden, y de t/C; vs t para el de segundo orden.

4.2.1.2. Modelo difusivo

Fase sélida Partiendo de un balance general de masa en una particula porosa se
tiene que,

{Entrada} — {Salida} £ {Generacién} = { Acumulacion} (4.3)

Donde el término de Entrada contempla a los fenémenos difusivos y el movimien-
to convectivo aunque, durante el proceso de extracciéon de CFs dentro de la parti-
cula, el fendmeno que predomina mayoritariamente es el difusivo. Si aplicamos el
balance presentado en la Ecuacién (4.3) sobre una envoltura esférica de espesor Ar

(Figura 4.2) en el interior de una particula porosa se transforma en,
Particula porosa
if
i \ & Poros

Fase

fluida Fase solida

Envoltura esférica de espesor Ar

Figura 4.1. Particula esférica porosa.
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Jns -47rr2|r — Jus - 47rr2|r+m + 472 Ar = 85:347'[1’2&’ (44)

masa
t-L2?

El término J,s hace referencia al flux ( ). Dividiendo la Ecuacion (4.4) entre

47112 Ar se obtiene,

_l]nsr2|r—|—Ar - ]nsrzlr . 0Cy;s

r2 Ar ot (4.5)
Aplicando la definicién de limite a la Ecuacién (4.5),
. 1 ]nsrzlr—l—Ar - ]nsrzlr . 0Cps

Aliglo ( r2 Ar ot (46)
Es decir,
10/, ~ 9Cy;s

5 () =5, @7
Y considerando la Ley de Fick donde,

aCTIS

Jns = —DeffT (4.8)
La Ecuacién (4.7) se transforma en,

1 a 2 aCns - Spacns

El término D,y es el coeficiente de difusividad molecular y ¢, es la porosidad de
la particula, la cual fue afiadida para tener consistencia entre las unidades. Ambos

términos son constantes por lo que la Ecuacion (4.9) se puede escribir como,
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2 o \EPesr 5 | = (410

Considerando las reglas de derivacion se tiene que,

azcns 2 acns aCI’lS
epDesf [ o v or } ~ ot @1
Reordenando la Ecuacién (4.11),
oC, 9%Cns  20C,
ep_é?izzspzkﬁf( -3 T ars> (4.12)

La Ecuacion (4.12) representa el modelo para la fase s6lida y en donde C;;s repre-

senta la concentracion de CFs en la particula.

Fase fluida Para la fase fluida se tiene que,

doC 1—¢
J: ehMgrQJ (4.13)

La Ecuacion (4.13) representa el mecanismo de transferencia de masa convectivo
interfacial en donde el fenémeno difusivo fue minimizado debido a los efectos de
agitacion en el método convencional y a la cavitacién en el US. El término C, es la
concentracién de CFs en la fase fluida, € es la porosidad de la fase fluida o la fraccién
vacia del extractor batch, k; es el coeficiente de transferencia de masa en la interfase
y a, el drea de la interfase. Finalmente, para este modelo se utilizaron las siguientes

condiciones iniciales y de frontera:

Ci=0at=0 (4.14)
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Cns — Cns/o a t — O, en 0 <r< R (4.15)

5 = Oenr=20 (4.16)
oC,

—DWWS =k1(Cps — Cy)enr =R (4.17)

Donde ¢ es el tiempo (s) y Cys0es la concentracién inicial de CFs en la particu-
la.El coeficiente de difusién fue estimado mediante la minimizacién de la funcién
objetivo (Ecuacion 4.18) la cual incluye las sumas residuales de cuadrados de la

concentracion,

Nobs

RSS(B) = }_(Cu — Cu)?B1, By wwves Bymiin (4.18)
i=1 -

Donde B es el vector de pardmetros 6ptimos, 1,5 es el numero de observaciones o
datos experimentales, C;; es la concentraciéon de CFs experimental y C,, es la concen-
tracién de CFs obtenida por el modelo de difusién. La funcion objetivo se minimizo
por el método de Levenberg-Marquardt mientras que la integracién numérica de las
ecuaciones (4.12) y (4.13) se realiz6 utilizando 30 puntos de colocacién en la coor-
denada radial y empleando polinomios de Legendre desplazados. El conjunto final
de ecuaciones diferenciales ordinarias fue resuelto por el método de Runge-Kutta.

Finalmente, se realiz6 un analisis estadistico de D,y utilizando el anélisis y calcu-
lo de la matriz varianza-covarianza, la desviacién estdndar, el coeficiente de corre-

lacién binaria, el valor-t y los limites de confianza para el nivel de probabilidad
individual de 95 %.
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Se tomaron datos experimentales previamente reportados por Gonzéalez-Centeno
et al. (2015) para el desarrollo del modelo. A continuacién se presentan los resul-
tados del andlisis de estos datos experimentales en lo que respecta a extracciéon de
CFs y actividad antioxidante, asi como también de la aplicacion de estos datos para

el desarrollo del modelo matemadtico que describe la cinética y difusion.

5.1. Extraccion de CFs

Las cinéticas de extraccion del contenido fendlico total a diferentes temperaturas
(20, 35 y 50°C) mediante ambas técnicas de extracciéon se muestran en la Figura 5.1.
Se encontr6 que el rendimiento aumenté con la temperatura de 20 a 50°C en ambas
técnicas, demostrando que la temperatura tiene un efecto positivo en el rendimien-
to de la extraccion de CFs. Resultados similares fueron reportados por Bucié¢-Kojié
et al. (2013) en semillas de uva a temperaturas 25 a 80°C.

Generalmente el aumento de temperatura induce y acelera el ablandamiento e
hinchazén de las particulas, aumenta la solubilidad de los compuestos extraidos y
disminuye la viscosidad del solvente. Como resultado, la transferencia de masa me-
jora cuando la temperatura se incrementa gradualmente (Tao et al., 2014). Por otra
parte, el aumento significativo de la temperatura también puede ocasionar la degra-
dacién de CFs (Pingret et al., 2013a). A pesar de que se observa que una temperatura
elevada en un rango apropiado facilita la extraccion de CFs asistida por ultrasoni-
do, es importante no descuidar el efecto negativo de la misma en la calidad de los
CFs (Tao et al., 2014).

En la Figura 5.1 también se puede observar que el minimo rendimiento (247 mg
GAE/100 g m.s.) fue obtenido por el método convencional a 20°C y 1 hora de ex-
traccién. Mientras tanto el méximo rendimiento de CFT (775 mg GAE/100 g m.s.)
se obtuvo a 50°C durante 1 hora con la asistencia de ultrasonido. Es importante
mencionar que este rendimiento fue 3.1 mds alto que el obtenido por la ECV a 20°C;
demostrando que, independientemente del tiempo de extraccion, la EAU permite

obtener mayores rendimientos de extraccion que la extraccion ECV. Resultados si-
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milares fueron reportados por Corrales et al. (2008) en donde el rendimiento fue
1.6 veces méds alto con la aplicaciéon de ultrasonido que con agitaciéon mecanica a
partir de subproductos de uva. En todos los experimentos se observé un efecto po-
sitivo del ultrasonido en el rendimiento de extraccién. De acuerdo a ddAlessandro
et al. (2012) las particulas sometidas a ondas ultrasénicas absorben un volumen ex-
tra de solvente. El proceso de cavitacion ocasiona hinchazén de las células, mayor
absorcion de solvente y agrandamiento de los poros en las paredes celulares lo que
permite una mejor transferencia de masa. Estos altos rendimientos también podrian
atribuirse al hecho de que la sonicacién provoca una ruptura de las paredes celula-
res lo que permite un eficaz lavado de los compuestos extraibles.
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Figura 5.1. Cinéticas de extraccion para CV y EAU a diferentes temperaturas
(Gonzélez-Centeno et al., 2015).

Los rendimientos de extraccién en todos los experimentos incrementaron notable-
mente durante los primeros minutos y luego aumentaron lentamente hasta alcan-
zar el equilibrio. El rdpido aumento de los rendimientos de extraccién en la etapa
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inicial del proceso se atribuye principalmente al simple lavado de los compuestos
extraibles ubicados en la superficie externa de las particulas, asi como de aquellas
con paredes rotas. Mientras que los incrementos de extraccion mas lentos son con-
trolados principalmente por el fenémeno de difusién del soluto que se encuentra
disuelto dentro de las particulas intactas (Tao et al., 2014).

5.2. Capacidad antioxidante

Recientemente se ha recomendado evaluar la CA por diferentes métodos in vitro
debido a las diferencias entre los diversos sistemas de analisis de eliminaciéon de
radicales libres (Rockenbach et al., 2011). Es por eso que para la evaluacion de la
capacidad antioxidante se presentan las cinéticas de extraccién en ambas técnicas
por el ensayo ABTS y FRAP. La Figura 5.2 (a) y (b) muestran la curva de extraccion
por el método ABTS y FRAP. De igual manera, el aumento gradual de temperatura
tuvo un efecto positivo en la capacidad antioxidante en ambos ensayos.

Los rendimientos méds bajos se obtuvieron en el proceso de ECV a 20°C y 1 hora
que corresponden a 280 y 184 mg TROLOX/100 g m.s. en ABTS y FRAP, respecti-
vamente. Por el contrario, el rendimiento maximo se obtuvo después de 1 hora de
EAU a 50°C. Es importante mencionar que el rendimiento en cuanto a la capacidad
antioxidante por ABTS fue de 2.5 (716 mg TROLOX/100 g m.s.) y de 3.8 en FRAP
(717 mg TROLOX/100 g m.s.) respecto al método convencional a 20°C y una ho-
ra de extraccion. Esto concuerda con lo reportado por Khan et al. (2010) en donde
se encontré un incremento de 35 al 40 % en la actividad antioxidante de muestras
de céscara de naranja obtenidas de la EAU respecto a la ECV. También se puede
observar en la Figura 5.2 que el ultrasonido aument¢ ligeramente la CA a compa-
racion del convencional lo que coincide con lo reportado por Mazza et al. (2019) en
donde se realiz6 la extraccion de CFs con EAU a partir de piel de uva Syrah conclu-
yendo que la EAU aumenta la capacidad antioxidante confirmando las importantes
ventajas de este método como es la reduccion del tiempo de procesamiento, alto
rendimiento y calidad de CFs.
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Figura 5.2. Capacidad antioxidante por el método (a) ABTS y (b) FRAP (Gonzélez-
Centeno et al., 2015).

Como se mencioné anteriormente, un tiempo prolongado de US puede ocasio-
nar la formacién de nuevos compuestos o la degradaciéon de los mismos, con esto
se puede explicar el aumentos de la CA en los tiempos maés largos de extraccion;
asi como también, es importante mencionar que el método FRAP no es una reac-
ci6én especifica ya que se basa en la capacidad de reducir Fe>™ a Fe?*, este tltimo
ion se caracteriza por ser un «pro-oxidante» ya que puede reaccionar con H>O, pa-
ra producir radicales hidroxilo (OH), considerados los radicales libres mas dafiinos
encontrados en diversos experimentos in vivo. La habilidad de los compuestos pa-
ra producir Fe3* a Fe’* se considera como capacidad antioxidante en el ensayo
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FRAP por lo que cualquier otro compuesto que pueda realizar esta reduccién pue-
de ser leido como antioxidante (Karadag et al., 2009). Ejemplos de estos compuestos
pueden ser algunos acidos como ascérbico o trico lo cuales tienen la habilidad de
inducir esta reduccién del hierro; pero es muy importante mencionar que no todos
los reductores de Fe** son antioxidantes (Prior and Cao, 1999). Por ende, el au-
mento anteriormente mencionado puede darse como resultado de las interacciones
que tienen los antioxidantes con otros compuestos de la matriz vegetal (Benzie and
Strain, 1996).

5.3. Modelado matematico

El presente trabajo tiene como objetivo principal el desarrollo de un modelo mate-
maético que permita estudiar la cinética de extraccién y el mecanismo de difusion. A
continuacién se presentan los resultados obtenidos para cada uno de los diferentes
modelos.

5.3.1. Modelado cinético

De acuerdo con Kaderides et al. (2019), el modelado matemaético puede ayudar
en el disefio, optimizacién y control de los procesos de extraccion asi como proveer
valiosa informacién para el escalamiento del equipo. Los modelos tipicos utilizados
para estudiar la extracciéon de CFs en matrices vegetales incluyen modelos de tipo
difusion inestable, basados en la Ley de Fick, la teoria de la capa limite y empiricos;
este tltimo tipo de modelo se utilizé para estudiar la cinética de extraccion de CFs

en uva mediante ambas técnicas de extraccion y los resultados se muestran en la
Tabla 5.1.

T(°O) 20 35 50

ECV  EAU ECV EAU ECV EAU
k(Lg~'min~') 0.0743 0.0681 0.0764 0.0718 0.0939 0.0730

R? 0.8708 0.6523 0.8263 0.6802 0.9424 0.7068
Tabla 5.1. Contante cinética de extraccion y ajuste del modelo de primer en conven-
cional y EAU.
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El modelo cinético de primer orden describe el proceso de extraccion controla-
do por la transferencia de masa externa (Karacabey et al., 2013). Sin embargo, de
acuerdo al estudio realizado por Karacabey and Mazza (2008), la extraccién sélido-
liquido de muestras de uva indica que el proceso de extraccién en realidad esta
controlado por la velocidad de la difusién interna de los CFs. Debido a esto, se ob-
servo en la Tabla 5.1 que este modelo de primer orden no presenta un buen ajuste a
los datos experimentales.

T(°O) 20 35 50
ECV EAU ECV EAU ECV EAU

kx10~4 (Lg~tmin~Y) 234 155 165 158 140 231

R? 0.9914 0.9643 0.9890 0.9666 0.9930 0.9891

Tabla 5.2. Contante cinética de extraccion y ajuste del modelo de segundo orden en
convencional y EAU.

Por el contrario, en la Tabla 5.2 se muestra el ajuste de los datos obtenidos por ex-
perimentales y los predichos por el modelo de pseudo-segundo orden para ambas
técnicas de extraccion en donde se puede observar un mejor ajuste de los datos con
coeficientes cercanos a 1 (R? ~ 1) en todas las condiciones experimentales. También
es importante mencionar que la constante cinética (k) fue disminuyendo conforme
aumentaba la temperatura en ambas técnicas de extraccién; lo que nos indica que
la temperatura tiene un efecto importante en la velocidad de extraccion. General-
mente, el incremento de la temperatura acelera el ablandamiento e hinchamiento
de las particulas, aumenta la solubilidad de los compuestos extraidos y disminuye
la viscosidad del solvente. Como resultado, la transferencia de masa de CFs mejora
cuando la temperatura se incrementa gradualmente (Tao et al., 2014). Sin embargo
, es importante sefalar que la temperatura solo tiene un efecto positivo cuando no
es demasiado alta, ya que la mayoria de los compuestos bioactivos son suscepti-
bles a degradarse a muy altas temperaturas reduciendo la tasa de extracciéon y el
rendimiento (Gonzéalez-Centeno et al., 2015).

Da Porto and Natolino (2018) reportan constantes cinéticas similares en la extrac-
ci6n de residuos florales de azafrén por método convencional (0.000219 Lg~'min~1)
y EAU (0.000201 Lg~'min~1), y llegaron a la conclusién de que una correcta propor-
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cién sélido-liquido permite un mezclado homogéneo, lo que resulta en una adecua-
da hidratacién e hinchazén de la particula permitiendo la penetraciéon del solvente
en las partes interiores mas profundas de ésta. Como consecuencia, el gradiente de
concentracién entre las células interiores de la particula y el solvente eran mayores,
lo que resulto en una mejor difusién de CFT del sélido al solvente. El modelo ciné-
tico de segundo orden se utiliza para estudiar los procesos de EAU bajo diferentes
condiciones y pardmetros de operacién como el tamafio de particula, la tempera-
tura, la relaciéon solvente-solido, el nivel de amplitud del ultrasonido y el tiempo
(Lazar et al., 2016). Por otra parte, SantdAnna et al. (2012) report6 valores mayores
de la constante cinética (0.040 Lg~'min—!) en orujo de uva del tipo Vitis labrusca,
esto debido a que utilizaron un tiempo de 120 min para la extraccién; mucho mayor
al que se utiliz6 en este trabajo.

La Figura 5.3 muestra la cinética de extraccién de ambas técnicas ajustada a un
modelo de pseudo-segundo orden y a diferentes temperaturas. Sayyar et al. (2009)
reportaron los mismos comportamientos en sus cinéticas de extracciéon de aceite en
semillas de Jatropha por método convencional, en donde observaron que la veloci-
dad de extraccién fue rdpida al inicio de extraccién, seguido de una velocidad mas
lenta hasta finalizar la extraccion. En este estudio también se lleg6 a la conclusién
de que es muy importante considerar el tamarfio de particula, ya que particulas muy
grandes (>0.75 mm) tienen una menor drea de contacto por lo que se vuelven mds
resistentes a la entrada del solvente y a la difusién. Por otro lado, particulas muy
pequefias (<0.05 mm), permiten un porcentaje menor de extraccion a pesar de tener
un drea mayor de contacto que las particulas grandes, y esto se debe a que con un
tamafio muy pequefio de particula puede existir aglomeracién lo que reduce el area
efectiva de contacto disponible para el flujo del solvente al sélido.

Tao et al. (2014) reportaron que el rapido aumento del CFT en la etapa inicial se
atribuye principalmente a un simple lavado de los componentes extraibles ubicados
en la superficie externa de la matriz y de aquellos que se encuentran dentro de las
particulas con paredes rotas; mientras que el aumento lento de la extraccion estd
controlado por el fendmeno de difusion del soluto que se encuentra disuelto dentro
de las particulas intactas. Otros autores (Veggi et al., 2013) reportan que este proceso
se lleva a cabo en tres etapas diferentes: primero una fase de equilibrio en donde
existe el fendmeno de solubilizacién y particién en donde el sustrato se elimina de

la superficie externa de la particula en una velocidad aproximadamente constante.
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Luego, le sigue una fase de transicién intermedia a la difusién en la que prevalece
la transferencia de masa por conveccién y difusién. Finalmente, la velocidad de
extraccion es baja y el soluto debe superar las interacciones que lo unen a la matriz
para difundirse en el disolvente de extraccion.
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Figura 5.3. Comparacion entre las cinéticas de extraccién experimental (simbolos)
y simulada por modelado cinético de segundo orden (curvas) de CFT
durante (a) Convencional y (b) EAU a distintas temperaturas.

Un modelo matematico permite describir la relacion entre las variables operati-
vas y su respuesta, por lo que a la hora de decidir si desarrollar un modelo empirico
0 mecanistico es importante determinar el objetivo final para su uso. Los modelos
mecanisticos proporcionan una compresion bdsica de un sistema dado y una repre-
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sentacion de una funcion de respuesta que es més precisa que la obtenida empirica-
mente (Goula and Adamopoulos, 2012). Actualmente en la industria alimentaria se
utiliza mas frecuentemente el modelado empirico debido a que es econémicamente
maés factible, por lo que el estudio cinético desempefia un papel muy importante
para la evaluacion del proceso de extraccion, ya que permite estimar la rentabilidad
del proceso para el ahorro de tiempo, dinero y energia. La informacion que resulta
de este estudio permite tomar decisiones a la hora de elegir el método de extracciéon

adecuado, incluida su ampliacién a nivel industrial (Da Porto and Natolino, 2018).

5.3.2. Modelado difusivo

Los coeficientes de difusién obtenidos a partir de la Ecuacion (4.13) a diferentes
temperaturas en ambas técnicas de extraccion se muestran en la Tabla 5.3. Se pue-
de observar que este coeficiente de difusién fue aumentando con la temperatura de
5.52x107%a1.02x1078 parala ECV y de8.17x107% a 6.76 x 108 parala EAU, lo que
demuestra que la temperatura tiene un efecto positivo en el fenémeno de difusién
durante el proceso de extraccion. Tendencias similares de incremento del coeficiente
con respecto a la temperatura fueron reportadas por Katsampa et al. (2015) en la ex-
traccion de polifenoles en residuos de cebolla. También Tao et al. (2014) reportaron
un incremento del coeficiente de difusién (2.44 x 10Ma 4.51 x 10M) en residuos de
uva con la aplicacién del ultrasonido, lo que demuestra un efecto sinérgico entre la
aplicacion del ultrasonido y la temperatura durante la extracciéon de CFs. Como se
menciond anteriormente, la temperatura contribuye a la eficiencia de la extraccién
sobretodo en la EAU, algunos autores informan que este efecto se justifica por au-
mento en el numero de burbujas de cavitaciéon y una mayor drea de contacto soluto-
solvente, el aumento de la difusividad del solvente con la consecuente mejora de la
solubilidad de los compuestos de interés (Chemat et al., 2017).
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T(°C) 20°C 35°C 50°C
ECV EAU ECV EAU ECV EAU

5.52 8.17 7.77 1.34 1.02 6.76
x107? x107? %102 x107% x10"8 x10°%

Tabla 5.3. Coeficientes de difusion efectiva a diferentes temperaturas para ECV y
EAU.

Deff(cmz/min)

Los valores de D, s (Tabla 5.3) son similares a los reportados por otros autores.
Segovia et al. (2016) reportaron valores del coeficiente en el mismo orden a distintas
temperaturas (1.17 -1.43 x 10~8 de 20 a 60°C con la aplicacién del ultrasonido) en
semilla de aguacate. Guerrero et al. (2008) reportaron coeficientes de difusion en
el orden de 10~ con el incremento de temperatura de 40 a 50°C en residuos de
destilado blanco de uva Vitis vinifera var. “ Albarifio”.

Las curvas cinéticas de los datos experimentales ajustados de acuerdo al modelo
de la Ecuacion (4.13) basado en la Ley de Fick se muestra en la Figura (a) para ECV
y (b) para EAU. Como se puede observar, en ambas graficas la extracciéon ocurre
rdpidamente al inicio de la extraccién seguida por una tasa de extraccién mucho
mas lenta y se acerca asintomdticamente a la concentracién de equilibrio en donde
el solvente ya no es capaz de remover todos los CFs presentes en la particula de uva.
Por otra parte, es importante mencionar que de acuerdo a las cinéticas mostradas
en la Figura 5.4 para la ECV se requiere de al menos 16 min aproximadamente para
alcanzar los rendimientos de equilibrios en contenido fenélico total; mientras que
para la EAU se requieren 5 min aproximadamente lo que conlleva a que el uso del
ultrasonido durante la extraccion de CFs en residuos de uva reduce los tiempos
en el proceso de extraccién a diferencia del método convencional. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Da Porto and Natolino (2018) en la extraccién de
subproductos de flores de azafran.
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Figura 5.4. Comparacion entre las cinéticas de extraccién experimental (simbolos) y
simulada por modelado difusivo (curvas) de CFT durante (a) Conven-
cional y (b) EAU a distintas temperaturas.

Los modelos basados en la ley de Fick han sido comtinmente empleados para
determinar los coeficientes de difusién durante la extraccién de compuestos bioac-
tivos (Gujar et al., 2010; Pinelo et al., 2006; Rakotondramasy-Rabesiaka et al., 2010)
De acuerdo a Goula (2013) , los modelos mecanisticos proporcionan mucha mas
informacioén a partir de una comprensién bésica de un sistema dado y una repre-
sentacion de una funcion de respuesta que es mas precisa que una obtenida empiri-
camente. Los pardmetros obtenidos mediante este tipo de modelos permiten tener
informacién para tomar decisiones de control y optimizacién de procesos.

52



V1.Conclusiones

A continuacion se describen las conclusiones finales del presente trabajo:

= Los datos predichos por el modelo cinético de pseudo-segundo orden presen-
taron un buen ajuste (R?> > 0.99) a los datos experimentales a diferencia del
modelo cinético de primer orden, permitiendo obtener las constantes cinéticas

de extraccién a diferentes temperaturas.

= El modelo de difusiéon permitié obtener valores de los coeficientes de difusion
en ambas técnicas de extraccién a diferentes temperaturas demostrando que
el fendmeno de difusion se ve acelerado por el incremento de la temperatura.

= El proceso de extracciéon de CFs a partir de subproductos de uva Syrah se en-
cuentra altamente controlado por los mecanismos difusivos a diferencia de los
cinéticos, lo cual es un punto importante para el control, disefio y optimiza-
cién de procesos.

= A partir del desarrollo y aplicacién de ambos modelos matematicos (cinético
y difusivo), se confirmé que la EAU de CFs a partir de subproductos de uva
Syrah fue mas eficiente a diferencia de la ECV, lo que la hace una técnica muy
interesante para la extraccion de compuestos bioactivos en matrices vegetales,

asi como también para la obtenciéon de compuestos de mayor calidad.
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