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RESUMEN

El proceso de extraccion solido-liquido, es un proceso de gran interés en la
obtencion de los compuestos fendlicos a partir de materias organicas como son
frutas y vegetales. Los métodos de extraccidon convencionales estan siendo
reemplazados por nuevas tecnologias emergentes como los ultrasonidos de
potencia, los cuales intensifican el proceso de extraccion de compuestos
fendlicos. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue desarrollar un modelo
matematico que permitiera analizar la cinética de extraccion en un proceso
convencional y un asistido con ultrasonido de alta intensidad.

Se realiz0 la extraccion de compuestos fendlicos a partir del orujo de la uva Syrah
(Vitis vinifera L.) obtenida de la industria vinicola San Juanito SPR de RL, ubicada
en el estado de Querétaro, con el fin de aprovechar un residuo que aun cuenta
con gran contenido fendlico. Para la obtencibn de estos compuestos se
establecieron dos metodologias: una convencional y otra mediante una sonda
ultrasonica.

La cuantificaciéon de los compuestos fendlicos totales se realiz6 a través del
método Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante mediante el empleo de los
ensayos FRAP y ABTS. Se emple6 como disolvente una mezcla de etanol-agua
a 50%(v/v), con la cual se obtuvo un contenido fendlico total de 4494.6 mg de
acido galico/ 100 g m.s. para el método convencional y de 5145.8 6 mg de acido
galico/ 100 g m.s para el método con ultrasonido. La capacidad antioxidante
cuantificada por el método FRAP y ABTS fue de 6553.0 mg TROLOX/100 g m.s.
y 207.3 mg TROLOX/100 g m.s. para el método convencional, por otra parte, los
valores obtenidos para el ultrasonido fueron de 7138.0 mg TROLOX/100 g m.s.
y 209.4 mg TROLOX/100 g m.s. respectivamente.

Finalmente, se desarroll6 un modelo cinético de segundo orden que permite una
descripcion adecuada a los resultados obtenidos en el proceso de extraccion

convencional y con ultrasonido.
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INTRODUCCION

Actualmente, el ser humano ha promovido hébitos inadecuados al momento de
alimentarse, consumiendo alimentos con baja calidad nutricional y que impactan
de manera negativa en su salud. En contraste, diversos estudios han demostrado
gue el consumo de alimentos ricos en biocompuestos, como los antioxidantes,
ayuda a la reduccién de contraer enfermedades cronico-degenerativas como la
diabetes, cancer, problemas cardiovasculares, arteriosclerosis, envejecimiento
prematuro o problemas en el sistema nervioso. Este tipo de enfermedades se
producen a partir del fendbmeno conocido como estrés oxidativo, el cual es
generado en nuestro propio cuerpo, afectando la calidad de vida de las personas.
Por esta razon, este tipo de compuestos han llamado la atencion de la industria
alimenticia, cosmética y farmacéutica, trayendo consigo un incremento en la
demanda de su consumo.

Los antioxidantes naturales obtenidos a partir de semillas, frutos y vegetales se
posicionan como los favoritos del mercado, debido a que la mayoria de ellos son
ricos en biocompuestos como compuestos fendlicos, vitaminas, fibra, minerales
entre otros compuestos nutritivos.

Por otra parte, el proceso de vinificacion de la uva, produce residuos soélidos, los
cuales se conocen como orujo de uva, generado a partir de la extraccion del jugo
para la elaboracion de vino. Se estima que la cantidad de orujo desechado en
este proceso es alrededor de 9 millones de toneladas anuales, lo cual genera un
impacto negativo en el medio ambiente ya que este desecho no se aprovecha
para un nuevo producto o proceso. Actualmente existe una gran cantidad de
investigaciones que demuestran que la uva posee una gran actividad
antioxidante (Brijesh, 2015; Athanasia, 2013). Por lo tanto, se obtienen resultados
positivos al emplear el orujo de la uva cuando aun posee una gran cantidad de
biocomponentes valiosos, debido a que se puede recuperar y utilizarse dichos
compuestos para dar un valor agregado a un nuevo producto, haciéndolo mas

rico en antioxidantes.
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La obtencién de compuestos fendlicos o antioxidantes a partir de fuentes
naturales como es la fruta, habitualmente se lleva a cabo a través de procesos
de extraccion solido-liquido. Lamentablemente, uno de los principales problemas
de este proceso es el uso de grandes cantidades de solventes como metanol,
etanol, hexano, acetato de etilo, entre otros, lo cual hace que este tipo de proceso
no sea amigable con el medio ambiente. Otra desventaja del proceso, es el largo
tiempo de extraccion, lo cual ocasiona la pérdida de ingredientes activos,
obteniendo asi, un bajo rendimiento para la obtencién de los compuestos.

En este sentido, los ingenieros quimicos han buscado transformar los procesos
industriales con la finalidad de minimizar los riesgos de la contaminacién y reducir
el impacto ambiental a un nivel sustentable, es decir, convertir el proceso
industrial amigable con el medio ambiente. La extraccion asistida por ultrasonido
de alta potencia presenta diversas ventajas en comparacion con los métodos
convencionales. Esto gracias a que existe una ruptura y dispersion de particulas
gue son generadas por el efecto mecanico de la cavitacion, ademas de que el
area de superficie entre la fase liquida y sélida es significativamente mayor, lo
que la hace mas rapida la transferencia de los compuestos (desde el interior de
la célula hacia el disolvente de extraccion) sin alterar significativamente las
propiedades del extracto. Como resultado, se logra la separacion de los
compuestos de interés y se obtiene un mayor rendimiento final en el proceso de
extraccion, por otro lado, a pesar que el ultrasonido resulta ser un proceso viable
para la extraccion de los compuestos, su efectividad es influenciada por las
variables del proceso como tipo de disolvente, tiempo de extraccion, potencia,
entre otras.

Finalmente, este tipo de extraccion es un proceso solido-liquido, que involucra
diversos fendmenos de equilibrio y transferencia de masa. El estudio de la
cinética en el proceso de extraccion es indispensable para analizar el efecto del
ultrasonido durante la extraccion, es decir, su estudio da una idea del

comportamiento del proceso, describiendo el fenomeno de transferencia de masa
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gue se esta llevando a cabo. Este estudio nos permite obtener coeficientes que
describen el fendmeno para poder fabricar un modelo matematico que se ajuste
al proceso, estos modelos facilitan la optimizacion, simulacion, disefio y control
del mismo. Dicho andlisis, puede realizarse mediante la modelacion de datos a
experimentales con el empleo de modelos semiempiricos.

Por lo tanto, en el presente trabajo se busca entender como interviene el
empleo del ultrasonido de alta intensidad en el proceso de extraccion de

compuestos fendlicos en la uva Syrah (Vitis vinifera L.).
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OBJETIVOS

General:

e Desarrollar un modelo cinético para la extraccion soélido-liquido de
contenido fendlico y su capacidad antioxidante a partir del orujo de uva

Syrah (Vitis vinifera L.).

Especificos:

e Obtener la cinética de extraccion de compuestos fendlicos a partir del orujo
de uva Syrah (Vitis vinifera L.) mediante la extraccion convencional y
asistida con ultrasonido de potencia.

e Evaluar la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos extraidos
por ambas técnicas de extraccion.

e Proponer un modelo cinético de extraccion que describa adecuadamente
los resultados experimentales de extraccién convencional y asistida con

ultrasonido de potencia.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de la uva

La uva (Vitis vinifera L.) es un fruto que crece formando racimos de la vid comun
o vid europea. Pertenece al género Vitis de la familia de las Vitaceas, que incluye
unas 600 especies de arbustos. Es una planta semilefiosa y/o trepadora que
puede alcanzar mas de 30 metros y es originaria del suroeste de Asia y del centro
y suroeste de Europa. La uva puede crecer en un clima calido tropical y sub
tropical, alrededor de los 11 y 24 °C. Dentro del género Vitis se incluyen unas 20
especies cultivadas por sus frutos y algunas por sus hojas que se consumen
como cualquier fruta ademas, las semillas presentan diferentes propiedades
medicinales y el fruto de la vid, es comestible y sirve como materia prima para la
fabricacion de vino (Hidalgo Filipovich, et al.,, 2016). México es uno de los
productores y exportadores mas importante de uva para consumo en fresco. Los
cultivares mas comunmente comercializados son: Perlette, Flame, Sugra One y
Red Globe entre otros (Molina Quijada, et al., 2010). En el pais, seis mil
cuatrocientas setenta y cuatro hectareas de superficie se destinan a la siembra
de uva que se convertira en materia prima para la producciéon de vinos
mexicanos, de las cuales se generaran aproximadamente nueve millones de
toneladas de residuos de uva a partir de las actividades vitivinicolas. EI doctor
Daniel Gonzalez Mendoza, profesor investigador del ICA (Instituto de Ciencias
Agricolas) menciona que la efectividad de los extractos de vid es variante, pero
se estima por arriba del 50%, esto dependera si es uva que fue destinada para

el vino tinto o el rosado.

1.1.1 Morfologia de la uva

La uva (Vitis vinifera L) se puede clasificar morfolégicamente en dos partes, la

primera parte esta conformada por el sistema radicular, con raices de mayor y
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menor grosor y menor y mayor edad, siendo las extremidades mas finas y

jovenes, las que constituye la caballera radicular. La segunda parte es la aérea o

vuelo, en donde se puede distinguir los siguientes Organos: tronco, brazos,

sarmientos, cepas, pampanos, hojas, frutos y zarcillos, los cuales son descrito a

continuacion (Togores, 2006).

Sistema radical: las funciones que desempefia este sistema para la vida
de la planta son el anclaje de la planta al suelo, es decir darle el sostén
necesario para fijarse en el terreno donde se encuentra plantado, la
segunda funcién importante es la absorcibn de agua y elementos
minerales, la cual esta relacionada con la respiracion de la planta, con este
proceso se absorbe el oxigeno del aire o del agua que circula en el suelo
para transformarlo en dioxido de carbono, proporcionando energia a la
planta y su ultima funcion es la acumulacién de sustancias de reserva
(Togores, 2006).

Tronco y brazos: forman parte de la madera vieja de la planta, su funcion
principal es la de soportar los sarmientos, los pampanos con sus yemas,
hojas, zarcillos y racimos, asi como servir, con su sistema de vasos
conductores, para transportar la savia bruta hacia los 6rganos verdes por
los vasos lefiosos, y una vez transformada en ellos en savia elaborada,
trasportarla y nutrir a toda la planta, a través de los vasos liberianos. La
forma y longitud del troco y brazos, dependera del tipo de conduccion que
se adopte, siendo bajos y cortos en las formas libres, y altos y largos en

las apoyadas (Togores, 2006).

Pampanos y sarmientos: forma parte de la madera joven de la planta, En
la vid, los brotes del afio se llaman pampanos, engrosando en la zona
denominada nudo que es donde se insertan las yemas, hojas, zarcillos o

racimos, y que, con el paso del tiempo, los tejidos adquieren consistencia
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y dureza transformandose entonces en sarmientos hacia el final del ciclo
vegetativo anual, la estructura de estos elementos se diferencia poco de
las raices, ya que poseen corteza, endodermo, periciclo, vasos criboso,

entre otras (Togores, 2006).

Sistema foliar: Las hojas estan formadas por un rabillo o peciolo, con unas
pequefias estipulas caedizas situadas en su base, y un ensanchamiento
en forma de lamina, denominado limbo, estando surcado por nervaduras
de diferentes O6rdenes, siendo la parte mas importante de la hoja por las
funciones que realiza, siendo su aspecto generalmente pentalobulado, con
cinco nervios principales, cinco senos y cinco Iébulos de bordes dentados
(Togores, 2006).

Zarcillos y Yemas: Los zarcillos son considerados inflorescencias
estériles, es decir, sin flores y por lo tanto también sin bayas, los zarcillos
ocupan la misma posicion que los racimos de flores, al principio son verdes
y tiernos, después y por un crecimiento desigual se enroscan sobre un
sostén y luego se lignifican. Su Unica funcion es de sostén. Las yemas
estan formadas externamente por varias escamas, de color pardo mas o
menos acentuado, estando recubiertas interiormente por abundante borra
o lanosidad blanquecina, que protege eficazmente vegetativos con su
meristemo terminal que asegura el crecimiento del pAmpano (Togores,
2006).

Bayas o granos de uva: El grano de uva procede del desarrollo,
generalmente inducido por la fecundacion, del pistilo u ovario que tiene la
flor. Presenta en todos los casos una estructura formada por una pelicula
exterior llamada hollejo, una masa que rellena interiormente la baya
conocida como pulpa, y en el centro del mismo un namero variable de

semillas o pepitas (Togores, 2006).

Pagina | 8



¢ Raspdn o escobajo: Es el elemento del racimo de uva que sirve de soporte
de las bayas, asi como también de alimentacion con los vasos
conductores que se encuentran situados en el interior del mismo (Togores,
2006).

1.1.2 Caracteristicas

El fruto de la Vitis es una baya redonda o elipsoidal con el epicarpio de color
verde, rosado o violaceo, tan oscuro que parece negro, presenta de una a cuatro
semillas piriformes u ovoides con dos cotiledones. Su tamafio varia desde los 12
mm hasta unos 24 mm, cada fruto es diferente y nunca presenta el mismo
tamafo, ni siquiera si forman parte del mismo racimo de uvas y Su peso

aproximado se encuentra entre 200 y 350 gramos (Uranga, 1996).

1.1.3 Composicion quimica de la uva

La composicion de la uva (Tabla 1.1.3) varia segun se trate de uvas blancas o
negras. En ambas destacan dos tipos de nutrientes, siendo el primero de ellos
los azucares (principalmente glucosa y fructosa) los cuales son mas abundantes
en las uvas blancas, y, en segundo lugar, las vitaminas, como el &cido félico y la
vitamina B6, ésta Ultima en una cantidad que solo se ve superada por las frutas
desecadas Yy las frutas tropicales como el aguacate, el platano, la chirimoya, la
guayaba y el mango. Su riqueza en azlcares, les convierte en una de las frutas
mas caloricas. Las uvas cultivadas en regiones frias suelen tener menos
azucares que las cultivadas en terrenos célidos y secos. Entre los minerales, el
potasio es el mas abundante y se encuentra en mayor cantidad en la uva negra,
mientras que el magnesio y el calcio estan en cantidades moderadas y son mas
abundantes en la uva blanca (USDA, 2018).
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Tabla 1.1.3 Composicion principal de uva.

Composicion por 100 gramos de porcion comestible  Cantidad
Energia 63 kcal
Carbohidratos 15.69 g
e Fibra alimentaria 09g¢g
Grasas 0.16 g
Proteinas 0.73 g

Tiamina (vit. B1)
Riboflavina (vit. B2)
Niacina (vit. B3)
Acido pantoténico (vit. B5)
Vitamina B6

Acido félico (vit. B9)
Vitamina B12
Vitamina C
Vitamina K

Calcio

Hierro

Magnesio
Manganeso
Fosforo

Potasio

Sodio

Zinc

0.069 mg (5%)

0.07 mg (5%)

0.188 mg (1%)

0.05 mg (1%)

0.086 mg (7%)
2 ug (1%)

0 g (0%)
10.8 mg (18%)
22 ug (21%)
10 mg (1%)
0.36 mg (3%)
7 mg (2%)
0.071 mg (4%)
20 mg (3%)
191 mg (4%)
3.02 mg (0%)
0.07 mg (1%)

% de la cantidad diaria recomendada para adultos. (USDA, 2018)

En las uvas abundan diversas sustancias con propiedades benéficas para la
salud, tales como los antocianos, flavonoides y taninos, estos compuestos
fendlicos representan aproximadamente 50 mg por cada 100 g de uva, los cuales
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son responsables del color, aroma y textura caracteristicos de estas frutas, y de
los que dependen diversas propiedades que se le atribuyen a las uvas (EROSKI,
2017).

Los compuestos fendlicos se encuentran distribuidos en la morfologia de la uva,
por ejemplo, en la piel la cantidad de compuestos fendlicos en variante, debido a
gue depende principalmente de la variedad de la usa, pero se estima una
variacion entre 12% y 61% del contenido total de polifenoles de la fruta, entre
14% y 50% de los taninos, de 17% a 47% de procianidinas y la mayoria de las
antocianinas. El raspo es potencialmente rico en compuestos fendlicos,
especificamente en la uva roja, pero presenta un sabor amargo, reduciendo la
calidad del vino. Aunque esta fraccion soélo representa alrededor de un 4.5 % del
peso del racimo, contienen alrededor del 20 % del total de compuestos fenolicos,
15 % de taninos, 26 % de las leucoantocianinas (constituyentes de los taninos
condesados y estan vinculados a la astringencia), el 15 % de las catequinas, el

16 % del acido galico y el 9 % del acido cafeico total (Moreno & Peinado, 2012).

1.2 Antioxidantes

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrén
gue necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electrébn desapareado, iniciAndose asi una
verdadera reaccion en cadena que destruye nuestras células (Finkel & Holbrook,
2000).

Los Antioxidantes son compuestos que pueden retardar la oxidacién de otras
moléculas inhibiendo la iniciacién y/o propagacion de las reacciones en cadena

de los radicales libres. Los antioxidantes se dividen en dos categorias
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principalmente: sintéticos y naturales. En general, los antioxidantes sintéticos son
compuestos de estructuras fendlicas con varios grados de sustitucion alquilica,
mientras que los antioxidantes naturales pueden ser compuestos fendlicos
(tocoferoles, flavonoides y &cidos fendlicos), compuestos nitrogenados
(alcaloides, derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas) o carotenoides, asi
como el acido ascorbico (Soto, 2007), entre otros.

Las reacciones quimicas de los radicales libres se dan constantemente en las
células de nuestro cuerpo y son necesarias para la salud, pero el proceso debe
ser controlado con una proteccién antioxidante adecuada. Entre los antioxidantes
gue se ingieren por la dieta destacan las vitaminas y los compuestos fenélicos
gue por diversos mecanismos neutralizan especies radicalarias. Estas especies
pueden encontrarse en el plasma sanguineo, el que puede estabilizar especies
reactivas del oxigeno, previniendo reacciones que pueden generar especies aun
mas nocivas. Es de especial importancia su consumo moderado a través de la
dieta y evitar los factores de riesgo que inducen reacciones oxidativas en nuestro

organismo (Avello & Suwalsky, 2006).

1.2.1 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la
degradacion oxidativa, de tal manera que un antioxidante actua, principalmente,
gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres (Londofio Londofio,
2012). La actividad antioxidante de los fenoles es el origen de funciones
biol6gicas tales como la antimutagénica, anticancerigena y antienvejecimiento
(Velioglu, et al., 1998).

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante (Paladino,
2007), dentro de los méas destacados se encuentra el método de Miller, el cual se
basa en la capacidad de diferentes sustancias para capturar el cation radical

ABTSe+ (2,2’ —azinobis- 3-etil benzotiazolina-6- acido sulfénico, sal diamonio),
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comparado con un antioxidante conocido (Trolox). En 2001 Jayaprakasha et al,
determinaron la actividad antioxidante por medio de un sistema modelo de
caroteno-linoleato, el blanqueo del B caroteno indica la actividad antioxidante.
Posteriormente en 2003, Jayaprakasha et al., evaluaron la capacidad
antioxidante de dos formas, por el método del fosfomolibdeno y por la medida de
la capacidad de capturar radicales por el DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidracilo).
Finalmente, Yilmaz y Toledo, en sus trabajos publicados en 2004 y 2006 midieron
la actividad antioxidante por el método que determina capacidad de absorber
radicales de oxigeno (ORAC).

Los métodos presentan una excelente estabilidad bajo ciertas condiciones,
como la concentracion del solvente, concentracion del reactivo, el tiempo a
reaccionar, entre otras, pero también presentan diferencias importantes en su
respuesta a los antioxidantes y su manipulacion (Arnao, 2000). Por lo cual, no es
recomendable usar solo un método para determinar la actividad antioxidante de

una muestra.

1.3 Métodos para evaluar la actividad antioxidante

Los métodos més aplicados para la evaluacién de la actividad antioxidante de la
uva Syrah son los métodos ABTS y FRAP, ambos métodos presentan una
excelente estabilidad en ciertas condiciones, debido a que son utilizados para
determinar la capacidad de los compuestos fendlicos que contienen los frutos
para captar los radicales libres generados, operando asi en contra los efectos
perjudiciales de los procesos de oxidacion, que implican a especies reactivas de
oxigeno (Kuskoski, et al., 2005).

1.3.1 Método ABTS.

El fundamento del método ABTS se basa en la cuantificacion de la decoloracion

del radical ABTS-+, debido a la interaccién con especies donantes de hidrogeno
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o de electrones. El radical catiénico ABTS-+ es un croméforo que absorbe a una
longitud de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del ABTS
(2,2’-azino-bis-(3-etil benzotiazolin -6- sulfonato de amonio) con persulfato de
potasio (Garcia, 2004). La extension de la decoloracion del ABTS esta
determinada por el porcentaje de inhibicién del cation radical ABTS-+ como
funcioén de la concentracion y tiempo después de considerar como estandar y de

medir la reactividad relativa del Trolox (Nenadis, et al., 2004).

1.3.2 Método FRAP.

El método FRAP se basa en la capacidad de los polifenoles para reducir el hierro
férrico (Fe*®) presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
hasta la forma ferrosa (Fe*?), formando un complejo azul leido a una absorcién

alta a una longitud de onda de 595 nm (Sanchez Guerrero, et al., 2008).

1.4 Compuestos fendlicos

Los denominados “compuestos fendlicos” engloban a todas aquellas sustancias
gue poseen varias funciones fenol, nombre popular del hidroxibenceno, unidas a
estructuras aromaticas o alifaticas. Unicamente, algunos compuestos fendlicos
de la familia de los &cidos fenoles no son polifenoles, sino monofenoles (Gimeno
Creus, 2004). Los fenoles son metabolitos secundarios ampliamente distribuidos
en el reino vegetal, los cuales se localizan en todas las partes de las plantas y su
concentracién es variable a lo largo del ciclo vegetativo. Estos compuestos
participan en diversas funciones, tales como la asimilacion de nutrientes, la
sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacion de
componentes estructurales, la alelopatia y la defensa ante los factores adversos
del ambiente (Robbins, 2003).

Los fenoles estén asociados al color, las caracteristicas sensoriales (sabor,

astringencia, dureza), las caracteristicas nutritivas y las propiedades
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antioxidantes de los alimentos de origen vegetal. La caracteristica antioxidante
de los fenoles se debe a la reactividad del grupo fenol (Kahkoénen, et al., 2001).

En Tabla 1.4 se describen algunas propiedades de los compuestos fendlicos.

Tabla 1.4 Propiedades sensoriales atribuidas a los compuestos fendlicos (Gimeno Creus, 2004)

Propiedad Compuesto fendlico

Como las antocianidinas, responsables de los tonos
rojos, azules y violaceos de muchas frutas,
Color hortalizas y derivados, tales como las fresas,
ciruelas, uvas, berenjena, col lombarda, rabano,

vino tinto, etc.

Como las flavanonas de los citricos (naringina del
Sabor amargo pomelo, neohesperidina de la naranja) o la
oleuropeina en las aceitunas
_ ) Como las proantocianidinas (taninos condensados)
Astringencia ] o _ _
y los taninos hidrolizables, por ejemplo, en el vino

Aroma Fenoles simples como el eugenol en los platanos

1.4.1 Compuestos fendlicos y su actividad antioxidante

La actividad antioxidante esta relacionada con la presencia de compuestos
fendlicos, la cual, se da principalmente por sus propiedades redox (Kahkonen, et
al., 1999). Estos permiten actuar como agentes reductores, donadores de
hidrégeno y como desactivadores de hidrégeno (Paz, et al., 2015). Por otra parte,
la actividad antioxidante depende de la estructura quimica de los compuestos
fendlicos, y esta determinada por la presencia de grupos hidroxil y su ubicacion
mutua (Gulgin, 2012).
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1.4.2 Clasificacion de los compuestos fendlicos

Para comprender los compuestos fendlicos es necesario saber la estructura
quimica del fenol. El fenol se compone de un anillo aromatico (fenil) unido a un
grupo hidroxilo (OH). El anillo aromatico juega un papel importante en las
propiedades antioxidantes.

Los compuestos fendlicos que se pueden encontrar en la uva se pueden
simplificar en dos grupos generales: los compuestos no flavonoides o acidos

fenoles y los flavoloides.

1.4.3 Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos son un tipo de compuesto organico. Se divide en dos grupos:
los acidos hidroxibenzoicos y los acidos hidroxicinamicos. Es importante recalcar
que la presencia de mas de un grupo hidroxilo y una mayor separacion del grupo
carbonilo al anillo aromatico aumentan la capacidad antioxidante de estos
compuestos. Por ejemplo, los acidos hidroxicinamicos contiene mayor actividad

antioxidante que los acidos hidroxibenzoicos (Dziedzic & Hudson, 1984).

1.4.4 Acidos hidroxibenzoéicos

Los acidos hidroxibenzédicos son compuestos que presentan un grupo carboxilico
(grupo acido) y grupos hidroxilo (uno o méas) en un anillo aromatico. Estan

presentes en alimentos tales como frutas, verduras y cereales (Lui, et al., 2002).

1.4.5 Acidos hidroxicinamicos

Se caracterizan por la presencia del grupo CH=CH-COOH remplazando el grupo
COOH presente en los acidos hidroxibenzoicos (Clifford & Scalbert, 2000). El
doble enlace carbono (C=C) de la cadena aumenta la resonancia quimica, que

puede ser descrita como una deslocalizacion de los electrones en los enlaces 1
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estabilizando los radicales libres y por lo tanto incrementa la capacidad
antioxidante de la molécula (Pefarrieta, et al., 2008). Algunos ejemplos de acido
hidroxicinamicos en los alimentos son las uvas, manzanas, arandanos,
espinacas, brdcoli, col rizada, el café y los cereales (Tejeda, et al., 2014). Ademas
de su capacidad antioxidante, los acidos hidroxicindmicos han mostrado actividad
antigenotéxicos (Ferguson, et al., 2005) y antiproliferativa en las células (Janicke,
et al., 2005).

1.4.6 Flavonoides

Los flavonoides son un tipo particular de los polifenoles presentes en plantas, y
son los compuestos responsables del color de las flores y frutas. El término deriva
del latin "flavus", que significa amarillo, debido a que muchos flavonoides
purificados son de color amarillo. Su estructura quimica tipica consta de tres
anillos: benzopirano 2-fenil, un anillo dihidroxilados fendlicos en las posiciones 5
y 7, un segundo anillo fendlico generalmente mono-hidroxilado, orto-
dihidroxilados o vic-trihidroxilados, que también pueden contener grupos metoxi
(O-CHs3) como sustituyentes y su ultimo anillo, que puede ser un anillo
heterociclicos con oxigeno pirano, pirylium o de forma pirona (Vermerris &
Nicholson, 2008).

1.4.7 Flavonas y flavonoles

Estos grupos tienen estructuras similares a flavononas y flavanonoles, su
diferencia se encuentra en el segundo anillo debido a que este presenta un
enlace insaturado en las posiciones 2 y 3. Las flavonas y flavonoles suelen estar
presentes en alimentos vegetales en forma de compuestos O-glucosidos y como
C-glucésidos. Los flavonoides sin uniones azucar (flavonoides libres) son

llamados agliconas y no estan presentes en los alimentos vegetales frescos. Sin

Pagina | 17



embargo, pueden resultar como subproductos de la elaboracion y proceso de
alimentos (Hollman & Arts, 2000).

1.4.8 Taninos

Son compuestos hidrosolubles de alto peso molecular, los cuales, contienen un
namero importante de grupos hidroxilo entre otros grupos funcionales, siendo
capaz de unirse a proteinas y otras macromoléculas. Los taninos estan presentes
en hojas, frutos y cortezas. Estos compuestos complejos son parte de la
proteccion de las plantas contra las infecciones y los herbivoros (Vermerris &
Nicholson, 2008). Los taninos se clasifican en dos grupos segun su estructura
guimica: hidrolizados y condensados. Los taninos hidrolizados son los derivados
del acido galico y los taninos condensados tienen como nucleo central un alcohol
polihidrico como la glucosa y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados

parcial o completamente ya sea con el acido galico o el &cido hexahidroxidifénico.

1.4.9 Lignanos y ligninas

Los lignanos son compuestos fenolicos dimeros, y derivan de fenilalanina y
alcoholes cinamicos presentes en varios alimentos, como granos, hortalizas y
uvas (Milder, et al., 2005). Los lignanos han demostrado tener una capacidad

antioxidante significativa (Sadeghi, et al., 2009).

Las Ligninas son polimeros fendlicos complejos considerados como la
segunda mas abundante en biopolimeros del reino vegetal después de la
celulosa. La funcion bioldgica de este tipo de moléculas es proporcionar apoyo
estructural en las plantas (Vermerris & Nicholson, 2008). Sus estructuras
guimicas son muy heterogéneas ya que estan compuestas de polimeros
complejos, que constituyen parte de la fibra dietética en los alimentos. Las

ligninas estan presentes en varios alimentos, especialmente en los cereales de
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grano entero, y han demostrado una considerable capacidad antioxidante en

pruebas sobre las células rojas de la sangre (Vinardell, et al., 2007).

1.4.10 Antocianos

Su estructura se caracteriza por un esqueleto basico de quince atomos de
carbono (Cs-C3-Cs) de tipo 2-fenil benzopirona. Son sales de flavilio (de nucleo
favilio polihidroxilado y/o metoxilado) y glucésidos (estan unidos por enlace
glucosidico a una molécula de azlcar). Los antocianos se llaman también
antocianinas y sus derivados privados del azicar se denominan antocianidinas

(o antocianidoles) (Romero Cascales, 2008).

1.5 Determinacién de compuestos fendlicos

Existen diversas metodologias que se han empleado durante diferentes afos
para medir la concentracion fendlica (Paladino, 2007), dentro de los autores mas
destacados se mencionan a Fuleki y Ricardo da Silva, 1997, determinaron 11
flavan-3-oles (catequina, epicatequina y 9 procianidinas diferentes) por medio de
cromatografia liquida de alta presion (HPLC). En 1998, De Freitas et al, midieron
estructuras derivadas de los flavan-3-oles por medio de espectrometria liquida
secundaria ionica de masa (LSIMS) y cromatografia liquida de alta presion HPLC.
Y finalmente en 2004, Zaporozhets et al, determinaron flavonoides totales
empleando el método espectrofotométrico basado en la formacion de complejos
con Aluminio Ill. Aunque existen otros métodos para la determinacion de los
compuestos fendlicos, en la actualidad el mas empleado es el método de Folin-

Ciocalteu debido a su confiabilidad y reproductividad de resultados.
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1.5.1 Método de Folin-Ciocalteu

Tiene como base la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes, utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu, el cual contiene molibdato y
tungstato sddico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotingstico (Peterson, 1979). La transferencia de electrones a
pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en Oxidos,
cromogenos de color azul intenso, de tungsteno y molibdeno, siendo proporcional
este color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula (Gutiérrez Avella, et al.,
2008). El compuesto formado absorbe luz con una longitud de onda méaxima de
765nm. Una desventaja de este método es que es inespecifico y puede verse
afectado por otras moléculas reductoras no fendlicas. Algunas de estas pueden
ser aminas aromaticas, dioxido de azufre, acido ascorbico, entre otras (Rover &
Brown, 2013).

1.6 Extraccion de compuestos fendlicos

La extraccion de los compuestos fendlicos es una operacién unitaria que tiene
como objetivo la separacion de algun compuesto de interés a partir de un sélido
o un liquido por medio de un solvente liquido. Existen dos tipos de extraccion,

sélido-liquido (lixiviacién) y liquido-liquido.

1.6.1 Extraccién sélido-liquido

La extraccion solido-liquido es una transferencia de masa que produce el
desplazamiento del soluto deseado (o eliminar un soluto indeseable) de la fase
sélida, ésta se pone en contacto con un disolvente liquido, ambas fases entran
en contacto intimo y el soluto o los solutos se difunden desde el sdlido a la fase

liquida, lo cual produce una separacion de los componentes originales del sélido

Pagina | 20



(Ignat, et al., 2011). Este proceso es altamente utilizado en diferentes industrias
como la metallrgica, quimica, farmacéutica, alimentaria, entre otras.

El proceso de extraccion se puede llevar a cabo mediante diferentes técnicas,
como la agitacion, soxhlet, maceracion, microondas y mediante fluidos
supercriticos, sin embargo, estos métodos tienen algunas desventajas como el
uso de sustancias toxicas, grandes cantidades de solventes, tiempo y algunos
métodos necesitan el empleo de equipos costosos. Debido a estos factores,
algunos cientificos han demostrado interés por otras alternativas de métodos

como es la extraccién asistida por ultrasonido.

1.6.2 Variables de extraccion

La eficiencia del proceso de extraccion esta en funcion de las condiciones del
proceso, las cuales son la preparacion del sélido, el tamafio de la particula, la
temperatura de operacion, el tipo de disolvente, el tiempo de extraccion, la

velocidad de agitacion (si es aplicable), entre otras.

1.6.2.1 Efecto de preparacion del sélido y tamafio de particula

Para un proceso de lixiviacién es de suma importancia el tratamiento previo al
gue es sometida la muestra, debido a que siempre se debe cuidar la no
degradacion del compuesto de interés.

Los compuestos fendlicos que pueden ser extraidos de muestras
frutales/vegetales por lo general siguen un tratamiento que consiste en el lavado
y secado del sélido, para su posterior reduccion de tamafio (Dai & Mumper,
2010). La trituracion o molienda de las muestras solidad permiten acelerar el
proceso de extraccion debido a que aumenta el area de contacto (Geankoplis,
1999).
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1.6.2.2 Efecto de latemperatura y del tiempo de extraccion

Unas de las condiciones de operacidon que afecta significativamente el proceso
de extraccion es el control de la temperatura, si existiera un aumento en la
temperatura esta produciria un aumento en la velocidad de extraccion debido a
que la solubilidad seria mayor, por otro lado, la viscosidad y tensién superficial
del disolvente también son parametros en funcién de la temperatura (Geankoplis,
1999).

Los tiempos largos de extraccion y altas temperaturas pueden provocar la
oxidacién de los compuestos fendlicos, lo cual disminuye el rendimiento del
proceso. Es por eso que, la temperatura maxima para cada proceso esta limitada

por el punto de ebullicién del solvente y por el punto de degradacion del producto.

1.6.2.3 Efecto del disolvente

La solubilidad de los compuestos fendlicos se rige por la naturaleza quimica de
la muestra, asi como la polaridad de los disolventes utilizados.

Los materiales vegetales pueden contener compuestos fendlicos simples como
son los acidos fendlicos, hasta sustancias altamente polimerizadas como los
taninos, en diferentes cantidades. Por lo tanto, las polaridades de los compuestos
fendlicos varian significativamente y es dificil desarrollar un método Unico para la

extraccion 6ptima de todos los compuestos fendlicos.

1.7 Generalidades del ultrasonido

El ultrasonido representa una tecnologia novedosa, con respecto a la extraccion
por método convencional, la cual ha creado interés debido los efectos obtenidos
en las areas de procesamiento y conservacion de alimentos (Knorr, et al., 2004).

La diferencia fundamental entre el sonido y el ultrasonido es la frecuencia de
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onda, por lo que las ondas de sonido se dividen en tres categorias que abarcan
diferentes rangos de frecuencias (Brijesh, 2015):
e Las ondas audibles se encuentran dentro del rango de sensibilidad del
oido humano (10 Hz — 20 kHz).
e Las ondas infrasonicas tienen frecuencias por debajo del rango audible
(<16 Hz).
e Las ondas ultrasonicas tienen frecuencias por encima del rango audible
(>20 Hz) y por debajo de las frecuencias de microonda (hasta 10 MHz).
El ultrasonido se puede clasificar en dos grupos: baja (<1 W/cm?) y alta (10-100
W/ cm?) intensidad. Las aplicaciones de baja intensidad son aquellas que
obtienen informacién acerca del medio de propagacion sin producir ninguna
modificacion en su estado, mientras que en la de alta intensidad (o de potencia)
la energia ultrasonica se utiliza para producir cambios permanentes en el medio
de trabajo. Por ello, los ultrasonidos de potencia trabajan en aplicaciones de alta

intensidad.

1.7.1 Fundamento del ultrasonido

Su fundamento estd en la deformacion elastica de materiales ferroeléctricos,
dentro de un campo eléctrico de alta frecuencia y es causada por la atraccion de
las moléculas polarizadas en el campo (Raichel, 2006). La polarizacion de las
moléculas se debe transmitir por una frecuencia alternante mediante dos
electrodos hasta el material ferroeléctrico, después se obtiene la conversién a
oscilacion mecénica y el sonido puede ser transmitido a un amplificador para
transmitirse al medio. El ultrasonido es generado por una corriente eléctrica que

se transforma mediante transductores (Mason, 1998).
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1.7.2 Parametros del ultrasonido

A continuacion se define brevemente los parametros que intervienen en el
ultrasonido (Ors Martinez, 1986).

Velocidad de propagacion (V), es la velocidad de propagaciéon de la onda,
es una constante determinado material en determinadas condiciones y en
general solo depende de sus propiedades fisicas (modulo de elasticidad y
densidad), aunque puede verse afectada por variables ambientales como
la temperatura y presion. Por lo cual, los materiales mas densos, tienen

una velocidad de propagacion mas rapida.

Longitud de onda (A), es la distancia entre dos planos en los cuales las
particulas se encuentran en el mismo estado de vibracion. Se determina a

partir de la frecuencia y la velocidad de propagacion.

Frecuencia (f), es el nimero de veces que se completa un ciclo de
oscilacion y se mide en hercios (Hz). Un hercio equivale a un ciclo por
segundo. El inverso de la frecuencia es el periodo (P), el cual determina el
tiempo necesario para completar un ciclo de onda, estos parametros son

determinados por la fuente ultrasonica.

Intensidad (I), se define como la cantidad de energia que se propaga por
unidad de tiempo a través de una unidad de superficie colocada
perpendicularmente a la direccion de propagacion de la onda. También se

puede definir como la potencia por unidad de superficie.

Amplitud(A), representa la altura de una onda y comunmente es medida
en pascales (Pa). La amplitud tiene un efecto sobre la formacion e

implosién de las burbujas de cavitacion.
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e Atenuacidn, es la reduccion de nivel de una sefal, cuando pasa a través
de un elemento de un circuito, o la reduccion en nivel de la energia de
vibracion, cuando pasa a través de una estructura. La atenuacion se mide
en Decibelios (dB), pero también se puede medir en porcentajes. Por lo
general, la atenuacion depende de la frecuencia, eso es la cantidad de
atenuacion varia en funcion de la frecuencia. El principal mecanismo de la
atenuacion de la onda es la absorcion, que retiene y convierte en calor a

la energia.

1.7.3 Efectos del ultrasonido

Su efecto esta asociado a los fendmenos complejos de cavitacion gaseosa, los
cuales explican la generacion y evolucion de microburbujas en un medio liquido.
La cavitacion se produce en aquellas regiones de un liquido que se encuentran
sometidas a presiones de alta intensidad que alternan rapidamente. Durante la
mitad negativa del ciclo de presion, el liquido se encuentra sometido a un
esfuerzo tensional y durante la mitad positiva del ciclo experimenta una
compresion. El resultado es la formacién ininterrumpida de microburbujas cuyo
tamafio aumenta miles de veces en la alternancia de los ciclos de presion. Las
microburbujas que alcanza un tamafio critico implosionan o colapsan
violentamente para volver a su tamafio original. La implosion supone la liberacion
de toda la energia acumulada, ocasionando incrementos de temperatura
instantaneos, que se disipan sin que supongan una elevaciéon sustancial de la
temperatura del liquido tratado. Sin embargo, la energia liberada, asi como el
choque mecanico asociadas al fenébmeno de implosion, afectan la estructura de
las células situadas en el microentorno. Dependiendo de la frecuencia y longitud
de onda empleadas, se pueden generar diferentes cambios fisicos, quimicos y

biolégicos (Herrero & Romero de Avila, 2006).
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1.8 Extraccion asistida por ultrasonido

Se ha investigado que este método emplea menos solventes y energia, por lo
cual esta considerado como un método “verde” (amigable con el medio
ambiente). Se fundamenta en la aceleracion de la transferencia de masa y calor,
de manera que interaccionan con el material alterando sus propiedades fisicas y
qguimicas y el efecto de cavitacion favorece la liberacion de los compuestos a
extraer y mejorar el transporte de masa debido al rompimiento de la pared celular.
Sin embargo, el uso del ultrasonido como tecnologia asistente se ha reportado
como mas ventajosa que el empleo de procesos como la extraccién con fluidos
supercriticos, microondas y extraccion acelerada con solventes (Robles Ozuna &
Ochoa Martinez, 2012).

1.9 Transferencia de masa

En el proceso de extraccion se presentan diversos fendmenos, como es la
transferencia de masa. McCabe (2007) define como transferencia de masa como
la transferencia de materia desde una fase homogénea a otra. Contrariamente a
las separaciones puramente mecanicas, esta utiliza las diferencias en la presion
de vapor, solubilidad, o difusividad y no en el tamafio o la densidad de las
particulas. La fuerza impulsora para la transferencia es una diferencia de
concentracibn o una diferencia en actividad, de la misma forma que una
diferencia de temperatura o un gradiente de temperatura constituye la fuerza
impulsora para la transferencia de calor. La velocidad de transferencia de masa
se puede describir a través de diferentes leyes y mecanismos, asi como mediante
una gran variedad de modelos. Uno de los modelos mas empleados es el modelo

empirico y aparente descrito en la Ec. 1.

= k(Coq — Cee)" Ec. 1
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donde C,; es la concentracion total, t es tiempo, k es la constante de velocidad
de extraccion, n es el orden de la extraccion y C., es la concentracion en el
equilibrio. Con un enfoque de ingenieria es de suma importancia el empleo de
herramientas matematicas para la modelacion de un proceso de extraccion,
debido a que este aporta informacion importante, permitiendo el disefio, la

optimizacion y el control del proceso.

La extraccion solido-liquido es una transferencia de masa, en donde el soluto es
extraible por dos fases de contacto (Rodriguez-Jimenes, et al., 2012):

¢ Refinado: Medio sélido homogéneo, conocido como matriz extraible.

e Extracto: medio liquido homogéneo, donde se encuentra el solvente con

el material extraido.

La transferencia de masa durante el proceso de extraccién, involucra varias
fases, como se puede observar en la figura 1.9.

e El solvente se transfiere desde la fase liquida a la superficie del solido.

e El solvente penetra o se difunde en el sélido.

e El soluto se disuelve desde el sélido al solvente (cinética de extraccion).

e El soluto se difunde a través de la mezcla a la superficie del solido.

e El soluto se transfiere de la superficie del sélido a la solucién liquida.
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Figural.9. Esquema del proceso de extraccion soélido-liquido (Tzia & Liadakis, 2003).
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CAPITULO 2. METODOLOGIA

2.1 Preparacion de la materia prima

El orujo de la uva (Vitis vinifera L.) fue obtenida de un residuo del proceso de
vinificacién. La muestra se seco a 30+1°C (con el fin de evitar la degradacion y
pérdida de los compuestos de interés), el secado se realiz6 por 24 horas hasta
eliminar el agua contenida en la muestra, alcanzando su peso constante.
Posteriormente, la muestra fue pulverizada con ayuda de un molino de cuchillas
y molida en un mortero, homogenizando el tamafio de particula con un tamiz de
250 pm, finalmente la muestra se almaceno en oscuridad en frascos color ambar

y a temperatura ambiente hasta su respectivo uso en los procesos de extraccion.

2.2 Reactivos

Para los métodos de cuantificacion de ambos métodos de extraccion se utilizé
como disolvente el etanol (C2HsOH), reactivo Folin—Ciocalteu, acido galico,
carbonato de sodio (NA2COs), persulfato de potasio (K2S20s), ABTS (2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), Trolox (6—-hydroxy-2,5,7,8—
tetramethylchroman—2—-acido carboxilico) y FRAP (acido acético glacial), FeClz
(cloruro férrico), C2H4O2, TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridy)-5-triazina, HCL).

2.3 Procesos de extraccion

La extracciobn de compuestos fendlicos se realiz6 mediante dos metodologias
distintas, convencional por agitacion (propela con tres aspas) y asistida con
ultrasonido de alta frecuencia, para las cuales se emplearon los mismos tiempos
de extraccion (2, 4, 6, 8, 10, 20 y 40 minutos). La disolucion que se empleé fue
de 50% de etanol y 50% de agua (v/v), para cada extraccion y se pesaron 5 g de

la muestra y se colocaron en 100 mL de disolucion.
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2.3.1 Método de extraccion convencional

Se preparo la mezcla para introducirla en vaso de precipitado de 500 ml, el cual
fue envuelto en papel aluminio para llevar el proceso en oscuridad, se someti6 al
proceso de extraccion convencional por agitacion (Agitador compacto BDC2010,
Caframo, Canad4) con ayuda de un bafio de agua, para poder controlar su
temperatura (25+1°C). Posteriormente se llevd a cabo el proceso de
centrifugacion (Centrifuga UNIVERSAL 320R, HettichLab, Alemania) a 4000 rpm
en un tiempo de 15 minutos a una temperatura de 4+1°C. Finalmente el extracto

fue almacenado en refrigeracion y oscuridad hasta su respectivo analisis.

2.3.2 Método de extraccion asistida por ultrasonido

Para el proceso con ultrasonido, se utilizé el equipo de ultrasonido (ultrasonic
processor GEX500, Sonics, Estados Unidos) con ayuda de una sonda de 37 kHz
de frecuencia (modelo CV334), trabajando con su maxima potencia de 100%.
Para este método se empled un bafio de recirculacién con ayuda del etilenglicol
(C2Hs02) como refrigerante, el cual mantuvo su temperatura constante (25+1°C)
durante todo el proceso de extraccion. Para el proceso de centrifugacion se
emplearon las mismas condiciones mencionadas en el proceso de extraccion
convencional y posteriormente el extracto fue almacenado en refrigeracion y

oscuridad hasta su respectivo analisis.

2.4 Cuantificacion de compuestos fendlicos totales (CFT)

La cuantificacion de compuestos fendlicos se realizd por el método colorimétrico
Folin-Ciocalteu descrito por bibliografia (Gao, et al., 2009).

En un tubo de ensaye forrado con papel aluminio se mezclaron 100 pL de
extracto con 200 pL de reactivo Folin y 2 mL de agua destilada. Esta mezcla se

incubo en un tubo de ensayo durante 3 minutos a temperatura ambiente,

Pagina | 30



posteriormente se agregd 1 mL de carbonato de sodio al 20%, se dejé encubar
por una hora a temperatura ambiente, finalmente la absorbancia fue leida con
ayuda de un espectrofotometro (6405 UV/Vis, Jenway, Inglaterra) con un pico de
absorbancia de 765 nm. La cuantificacion de compuestos fendlicos totales se
realizd utilizando una curva de concentracion de acido galico (AG) y los
resultados finales fueron expresados como mg de &cido galico/mg de muestra

seca (m.s.). Todos los analisis fueron analizados por triplicado.

2.5 Determinacion de la actividad antioxidante (AA)

Para la AA se utilizaron 2 métodos: el método ABTS y el método FRAP descritos

en las secciones 2.5.1y 2.5.2, respectivamente.

2.5.1 Método ABTS

Este método esta descrito por varios autores (Butkhup et al, 2013; Fu et al, 2011,
Villa Rodriguez et al, 2011). Como primer paso, se prepar6 ABTS (7 mM)
diluyéndolo en agua destilada para poder formar el radical ABTS mezclandolo
con persulfato de potasio (2.45 mM), una vez preparado el radical, se incubo
durante 24 horas a temperatura ambiente y en oscuridad para que pudiera
reaccionar quimicamente. Para su uso, el radical ABTS fue diluido hasta obtener
una absorbancia de 0.7+0.005 en un pico de lectura de 734 nm. Finalmente, las
muestras fueron leidas en el mismo rango de lectura, afiadiendo 100 pL de
extracto y 900 pL del radical ABTS. Todos los andlisis se realizaron por triplicado
y sus resultados fueron expresados en mg de Trolox/100 g m.s. con ayuda de su

curva de calibracion.
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2.5.2 Método FRAP

La metodologia que se siguid para determinar la actividad antioxidante por el
método FRAP ha sido descrita por Thaipong et al (2006). Inicialmente se preparé
el radical FRAP, el cual consiste en elaborar tres reactivos, el primero fue acetato
de sodio anhidro (0.3 M), para el cual se pes6 0.310 g de acetato de sodio en 80
mL de agua destilada, a esta mezcla se le ajusto el pH entre 3.6 y 3.7 con la
ayuda del acido acético y se enraz6 a 100 mL. El segundo reactivo elaborado fue
el TPTZ, se prepar6 una solucion de HCI (40 mM), tomando 332.9 uL de HCI al
37% aforando con agua destilada en un matraz aforado de 100 mL, esta solucion
fue mezclada con 0.312 g de TPTZ en un matraz de 100 mL. Por ultimo, se
preparé el reactivo FeCls (cloruro férrico), para ello, se pesaron 0.5433 g de
FECLs y se aforo con agua destilada en un matraz aforado de 100 mL.

Cuando los tres reactivos fueron preparados, se mezclaron en la misma
proporcién y en el orden mencionado con anterioridad. Después de obtener el
radical, en un tubo de ensaye se afadieron 30 pL de agua destilada, 30 pL de
extracto de la muestra y 900 uL del reactivo FRAP. El tubo con la mezcla de los
tres reactivos fue sometido a un bafio maria con agua a 37+1°C durante 30
minutos. Finalmente, las muestras fueron leidas a un pico de absorbancia de 595
nm. De la misma forma que los otros métodos, su andlisis se realiz6 por triplicado,

los resultados fueron expresados en mg de Trolox/ 100 g m.s.

2.6 Modelacion.

Para el modelo matematico se empleo la ley de velocidad utilizando un orden de
extraccion de primer y segundo orden.

Cuando el orden de extraccion es de primer orden, es decir n = 1 se utiliza la Ec.
2

dCct

=Ct = Jo(Coq — Cet) Ec.2
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Por otra parte, cuando su orden de extraccion es n = 2, la ecuacion a utilizar es

la siguiente:

dCct __ 2

&t = k(Coq — Cct) Ec. 3
donde C,; es la concentracion total, t es tiempo, k es la constante de velocidad
de extraccion y C,, es la concentracion en el equilibrio. Para poder graficar los

datos obtenidos experimentalmente con el uso de la Ec. 2 y Ec. 3 es necesario

la linealizacidn de las ecuaciones, quedando:

Primer orden: IN(Coq — Cer) = k * t +1n(Ceq) Ec. 4

. t _t 1
Segundo orden: Co = Con + G Ec.5

Posteriormente con los graficos obtenidos con las Ec. 4 y Ec. 5, se determing el
coeficiente de correlacion el cual ayudo a determinar qué modelo matematico se

ajusto mas a los datos obtenidos.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Contenido fendlico total

La Figura 3.1 muestra los resultados obtenidos para el proceso de extraccion de
los compuestos fendlicos totales aplicado en las dos técnicas de extraccion, la
cual fue detallada con anterioridad en la seccion de metodologia, para los
diferentes tiempos (2, 4, 6, 8, 10, 20 y 40 minutos), utilizando etanol al 50% (v/v)

como disolvente.
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Figura 3.1. Cuantificacién de compuestos fendlicos obtenidos con el método de Folin.

Se puede observar que el contenido fendlico total fue aumentando a lo largo del
proceso, para el método convencional se obtuvieron valores de 3698.5 mg de Ac.
Galico/100 g m.s hasta 4494.6 mg de Ac. Galico/100 g m.s en el tiempo de 40

minutos, por otra parte, para el método asistido con ultrasonido con una potencia
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del 100% se obtuvieron valores de 3349.9 mg de Ac. Galico/100 g m.s para el
tiempo en 2 minutos hasta 5145.8 mg de Ac. Galico/100 g m.s en 40 minutos.
Analizando el grafico también se puede observar que el método que emplea el
ultrasonido permite extraer mayor cantidad de compuestos fendlicos en
comparacion al método convencional en los mismos tiempos, debido a que la
extraccion asistida con ultrasonido se obtienen rendimientos mas altos en
pequefios periodos de tiempo.

Lo anterior se debe al efecto de la cavitacion que se gener6 con el uso del
ultrasonido de potencia, acelerando la transferencia de masa, es decir, con el
rompimiento de la pared celular y el agrandamiento de los poros se favorecio la
entrada del solvente dando como resultado una acelerada liberacion de los
compuestos a extraer (Shirsath, et al., 2012).

Si se comparan los valores obtenidos de los compuestos fendlicos con estudios
previamente publicados, se puede analizar que los comportamientos en los
procesos son similares, por ejemplo, Da Porto, et al. (2013), reportaron que el
uso del ultrasonido tenia efectos significativos y favorables sobre el rendimiento
de extraccion en el aceite de la uva.

De igual manera, Khan, et al. (2010) estudiaron el efecto del ultrasonido en
comparacion al método convencional en la extraccion de los compuestos
fendlicos en la cascara de naranja (Citrus sinensis L.), en donde se obtuvo una
mayor eficiencia en el tiempo de 15 minutos, en comparacion al obtenido en el
minuto 60, esto se debe a que en algunos procesos al extender los tiempos de
operacién se llega a la degradacion y destruccion estructural del compuesto de
interés, provocando la reduccion del rendimiento del proceso de extraccion (Al-
Dhabi, et al., 2017).
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3.2 Capacidad antioxidante

En la actualidad se ha recomendado la evaluacion de la capacidad antioxidante

de los extractos a partir de 2 o0 mas métodos in vitro, aunque todos los métodos

presentan una excelente estabilidad en condiciones adecuadas de operacion,

estos interactlian de manera diferente con la eliminacién de los radicales libres

(Gulgin, 2012), esto significa que no es viable utilizar solo un método que

cuantifiqué la capacidad antioxidante de la sustancia.

La Figura 3.2.A muestra los resultados obtenidos para la cuantificacion de la

capacidad antioxidante mediante el método FRAP, para los diferentes tiempos

de extraccion (2, 4, 6, 8, 10, 20 y 40 minutos), utilizando etanol al 50% (v/v) como

disolvente.
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Figura 3.2.A Cuantificacién de la capacidad antioxidante mediante el método FRAP
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Observando la Figura 3.2.A se puede determinar que la cantidad de antioxidantes
incrementa con respecto al tiempo. Para el método convencional se obtuvo el
valor minimo en el tiempo de 2 minuto el cual fue de 3159.4 mg TROLOX/100 g
m.s. mientras que el método asistido con ultrasonido se obtuvo un valor de 3702.0
mg TROLOX/100 g m.s, los valores maximos en ambos métodos se encontrd en
el minuto 40, para convencional fue de 6553.0 mg TROLOX/100 g m.s y con
ultrasonido fue de 7138.0 mg TROLOX/100 g m.s.

Por otra parte, como se muestra en la Figura 3.2.B se obtuvieron la cantidad de
antioxidante con el método ABTS, al igual que en el método FRAP, los valores
minimos se obtienen en el tiempo de 2 minutos, mientras que los maximos se
encontraron en el minuto 40, para el método convencional su intervalo de datos
fue de 40.9 mg TROLOX/100 g m.s hasta 207.3 mg TROLOX/100 g m.s., y en el
método de ultrasonido de 51.3 mg TROLOX/100 g m.s. hasta 209.4 mg TROLOX/
100 g m.s.
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Figura 3.2.B Cuantificacion de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS
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Comparando los dos métodos de cuantificacion, se puede observar que el rango
entre ambas técnicas es diferente, esto se debe a que el método ABTS se adapta
facilmente para la medicion de antioxidantes selectivamente hidrofilos y lipofilos
(Prior, et al., 2005). Este método también muestra una dependencia con la
concentraciébn de compuestos bioactivos y del tiempo en que se realiza la
reaccion (Miller, et al., 1993), otro factor que interviene, es el mecanismo de
reaccion, el cual puede cambiar con el pH, facilitando la trasferencia en pH acidos
(Lemanska, et al., 2001). Por otra parte, el método FRAP, posee poca relacién
en la reduccién de hierro con los procesos de enfriamiento radical (transferencia
de H), los cuales son mediados por la mayoria de los antioxidantes (Ou, et al.,
2002), ya que en realidad FRAP mide la capacidad reductora basada en el ion
férrico, el cual no es relevante para la actividad antioxidante de forma mecéanica
y fisioldgica, a menudo, los valores de FRAP tienen una mala relacién con los
otros métodos para cuantificar los antioxidantes (Prior, et al., 2005).

Gonzalez-Centeno, et al. (2015), presento resultados por ambas técnicas de
cuantificacion (FRAP y ABTS), en los cuales se puede observar que la extraccion
asistida con ultrasonido en el orujo de la uva obtuvo una mayor cantidad de
antioxidantes en comparacion con el método convencional, lo que confirma las
ventajas del uso del ultrasonido para mayor transferencia de masa en periodo de
tiempo pequefios. En las figuras 3.2.A y 3.2.B se puede observar
comportamientos similares reportados por Mazza, et al. (2019), en la extraccion

asistida con ultrasonido en la piel de la uva.

3.3 Modelo cinético

El estudio de la cinética de extraccion solido-liquido, brinda una idea del
comportamiento del proceso, el cual puede ser modelado a través de modelos
matematicos que se ajustan al proceso, ayudando al disefio, optimizacién y
control en el proceso de extraccion, ya que ofrece un panorama de las variables
gue afectan directamente el proceso (Spigno, et al., 2007).
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La Tabla 3.3 reporta los parametros cinéticos obtenidos y su coeficiente de
correlacion (R?) para las técnicas de extraccion convencional y asistida por

ultrasonido, ajustandolas a un modelo cinético de primer y segundo orden.

Primer orden Segundo orden
Convencional EAU Convencional EAU
k k
0.0667 0.0799 0.0002285 0.0004949
(min™1) (Lg~tmin™1)
R? 0.9521 0.9906 R? 0.9983 0.9997

Tabla 3.3 Constante cinética de extraccion y coeficiente de correlacion de Pearson para el modelo
cinético de primer y segundo orden en convencional y EAU.

Al observar la Tabla 3.3, se muestra un adecuado ajuste de los datos obtenidos
experimentalmente cuando el modelo cinético es de segundo orden, debido a
gue en ambos métodos el coeficiente de correlacion es mayor a 0.99.

Las constantes cinéticas obtenidas en este trabajo para el modelo cinético de
segundo orden son de 0.0002285 Lg~'min~! para el método convencional y
0.0004949 Lg~1min~! para la extraccién asistida por ultrasonido, estos valores
son similares a los reportados por Da Porto and Natolino (2018), los cuales van
de los 0.000218 Lg~'min~! hasta 0.0002392 Lg lmin~! para el método
convencional y de 0.000189 Lg~'min~?! hasta 0.000241 Lg~'min™1, en su trabajo
existe estos dos rangos de valores debido a que ellos varian la relacion de
concentracién de los residuos florales de azafran, otro trabajo que demuestra
valores similares en las constantes cinéticas es el de Sepidar et al. (2009), ellos
trabajaron con el aceite de semilla de Jatropha, los valores que obtuvieron fueron
de 0.00042 Lg~'min~! para el método convencional y de 0.00051 Lg~'min~?

con ultrasonido.

Pagina | 39



O

Compuestos fenolicos totales (PPM)

3000

2500

N

o

o

o
1

-

(o))

o

o
1

-

o

o

o
1

500

10

15

T T T T T
20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (min)

Compuestos fenolicos totales (PPM)

3000

N

[é))

o

o
1

N

o

o

o
1

-

(o))

o

o
1

-

o

o

o
1

(62

o

o
1

15

T T T T T
20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (min)

Figura 3.3 Cinética de extracciéon experimental (simbolo) y modelada (linea) de compuestos
fendlicos totales para el método asistido con ultrasonido (a) y convencional (b)

La Figura 3.3 muestra la cinética de extraccion de ambas técnicas ajustadas al

modelo pseudo-segundo orden, en donde se puede observar un mayor
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rendimiento de extraccion en el método con ultrasonido al convencional, esto es
debido el ultrasonido provoca cambios en la estructura celular, generando una
acelerada penetracion del solvente a la matriz de la muestra, mejorando la

eficiencia de extraccion (Brijesh, 2015).

Un modelo matematico que permite describir el comportamiento del proceso, es
modelo cinético de segundo orden, el cual se utiliza para estudiar los procesos
de extraccién asistida con ultrasonido de alta intensidad bajo diferentes
condiciones y parametros de operacidén del proceso, como el tamafio de la
particula, la temperatura, el tiempo, la relacion del disolvente y la amplitud de

onda del ultrasonido (Lazar, et al., 2016).

El presente trabajo brindo la comparacion entre el método convencional y asistido
por ultrasonido, demostrando que el uso del ultrasonido de alta intensidad podria
ser empleado exitosamente en el sector industrial para la extraccion de

compuestos fendlicos a partir de la uva Syrah (Vitis Vinifera L.).

Pagina | 41



CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion, se

puede concluir lo siguiente:

e La extraccion de compuestos fendlicos asistido con ultrasonido de alta
intensidad demostré ser el método mas efectivo, debido a que se pudo

observar mejores rendimientos en comparacién del método convencional.

¢ En la cuantificacién de los compuestos fendlicos se puede analizar que a
partir del minuto 10 el método con ultrasonido mostro mejor extraccion,
esto se debe que a partir de ese tiempo el proceso de cavitacion

sonificacion agilizo la transferencia de masa.

e La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos extraidos
mediante dos métodos diferentes (FRAP y ABTS), permitieron identificar
que, aunque ambas técnicas cuantifican de manera diferente su
capacidad, el método con ultrasonido obtuvo valores mas altos, es decir,

el ultrasonido permite obtener compuestos fendélicos con mayor calidad.

e Con respecto a la validacion del modelo cinético de extraccion de
segundo orden, se puede concluir que el modelo resulto confiable y
adecuado al proceso, ya que el ajuste obtenido con los datos
experimentales fue de 0.9983 para el método convencional y 0.9997 con

ultrasonido, a diferencia del modelo cinético de primer orden.

e La extraccion de compuestos fendlicos asistida con ultrasonido de alta
frecuencia a partir de uva Syrah (Vitis vinifera L.) demostro ser un proceso
factible, el cual puede ser llevado a nivel industrial, permitiendo una mayor
rentabilidad para el ahorro de tiempo, dinero, energia y amabilidad con el

medio ambiente.
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ANEXO

Curvas de calibracién de los métodos Folin-Ciocalteu, FRAP y ABTS.

Curva de calibracién del estandar acido galico para el contenido total de

compuestos fendlicos (Método Folin-Ciolcateu)
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Curva de calibracion del estandar TROLOX para la actividad antioxidante

(Método FRAP)
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Curva de calibracion del estandar TROLOX para la actividad antioxidante

(Método ABTYS)
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