Universitat

de les Illes Balears

EXTRACCION ACUSTICA DE BIOCOMPUESTOS DE
SUBPRODUCTOS DE LA ALCACHOFA. EFECTO DE LA

TEMPERATURA.

CRISTINA RECHE LENDINEZ

Memoria del Trabajo de Fin de Méaster

Master Universitario en Ciencia y Tecnologia Quimica

de la

UNIVERSITAT DE LES ILLES BALEARS

Curso Académico 2017/2018

Fecha Septiembre 2018

Nombre Tutor del Trabajo: Maria Carmen Rossell6 Matas

Nombre Cotutor: Susana Simal Florindo



GRACIAS a todas aquellas personas, que de una u otra forma, han estado presentes en
este Ultimo afo, ya que sin ellos este trabajo no hubiese sido posible.

En primer lugar, a mis directoras, Dra. Carmen Rossellé y Dra. Susana Simal, por dejarme
trabajar bajo su direccidon y por la confianza otorgada. A la doctora Valeria Eim y al doctor
Antoni Femenia por compartir sus conocimientos conmigo.

Al Fondo Social Europeo y al Programa SOIB-Joves Qualificats junto con la Dra. Carmen
Rosselld, los cuales me han dado la oportunidad de poder disfrutar de la experiencia de la
investigacion.

A todos mis companeros del Grupo de Ingenieria Agroalimentaria de la Universidad de les
Illes Balears por su amistad, por todos los momentos vividos y por aguantarme en mis mejores
y peores momentos. Especialmente a Mdnica por guiarme, ensefiarme con paciencia y por tus
sabios consejos.

A todos mis amigos que han sabido ayudarme, darme consejos en momentos de dudas y
animarme. A mi segunda familia de la Escuela Balboa que han sabido aguantar mis momentos
de agobio y estrés con palabras de dnimo y buenos momentos.

Finalmente, a toda mi familia, por quererme, guiarme por el mejor camino, apoyarme en
todas mis decisiones tomadas y ayudarme a conseguir todos mis objetivos. A mis padres y a mi
hermano por su apoyo incondicional, por aguantar mis nervios, estrés y malos momentos y por
saber siempre que decirme para levantarme en aquellos momentos en los que me daba por
vencida.

GRACIAS.



NDICE

INDICE DE FIGURAS ......oooevveeeeveseee ettt seeae st ae st s s sesae st ss st sessesssanees 5
INDICE DE TABLAS ..ottt ettt see sttt se s st ses s s s s s s st s ses s s ssessassesesassans 6
RESUMEN ..ottt et s et s e ses et s esasses st s et s s e tesassesessssessssssesansssensssssnsnsesassnsasanens 7
1. INTRODUCCION ....ooeeiviceeeeeeeee st tesee e sas st sesae s s s s s s s s st s tesnaesesasssssssnsnsanes 8
1.1.  SUBPRODUCTOS DE LA ALCACHOFA .......oeotvieeteeeeeeeeeee e ses e snaesans 8
1.2.  COMPUESTOS BIOACTIVOS .....ovueeevreerereecteieeeaessaesesssesessse s sssessssssessassesssesans 9
1.2.1  POLIFENOLES ...ttt ae s s sae s s s s s saesananaes 9
1.2.2. ACIDO CLOROGENICO ....ovvveeeeereeeereteteseseeae et seteseseaese s ses s s sssesseraeae s 11
1.3.  EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO.......c.cooveereceeeerereeeeeeceteteseseseseae e sese e esnaee 12
1.3.1.  EFECTO DE LATEMPERATURA.......ovveeeteeeeeeeeete s ssae s senas e senenans 12
1.3.2.  MICROESTRUCTURA DE LA MATRIZ SOLIDA .....c.coovecveerrerereeeereeeeereree e, 13
1.3.3.  EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS.......coveevrrerrrrerereereeeeeereneeeenenen, 13
1.4.  INTENSIFICACION DE PROCESOS DE EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO MEDIANTE
APLICACION DE ULTRASONIDOS ......ooevveeeeeeeecaeieeeeseseseesesessessssse s sssssessssssesssassesesasssanens 14
1.4.1.  LOS ULTRASONIDOS DE POTENCIA .....oorvreeeereecrereeeeteeree s, 14
1.4.2.  USO DE ULTRASONIDOS DE POTENCIA EN LA EXTRACCION DE
BIOCOMPUESTOS ......ovuievieceersecietsee st sesasse s ses s bbb st s s s s s s nanaas 16
1.5, MODELIZACION ..ottt ettt s sttt s st se s s s anaae 17
2. OBIETIVOS ..ottt eee et s et es et ae s st s s s s st e s st enastesanassesassesnasassanansans 20
3. MATERIALES Y METODOS. ......oucvivieerieeeiecieeeseesesee s s sas s sss s s sesae s st sessnans 21
3.1 MATERIAPRIMA ..ottt sttt sae s 21
3.2, EQUIPO EXPERIMENTAL ....coovvervieerectsesssaesssesee st sesssse s sesse s ses s sas s s sassnans 21
3.2.1.  EQUIPO DE EXTRACCION MECANICA ......cocviieeerrerereeeeeecevete e 21
3.2.2.  EQUIPO DE EXTRACCION ACUSTICA......evevereieeeeretereteeseeievevesesessae e 22
3.3, METODOLOGIA ANALITICA ...oovuieveiieeeeeeee ettt 23
3.3.1.  CONTENIDO EN HUMEDAD .......oviveeeereeereieeeeseiessiesee s snans 23
3.3.2.  OBTENCION DE EXTRACTOS METANOLICOS ......ccevevreiecrererereresecaeierennans 23
3.3.3.  CONTENIDO EN POLIFENOLES TOTALES.......cooveveeeeuereeceeeeeeeeeesaeseseeseseneenans 23
3.3.4.  CONTENIDO EN ACIDO CLOROGENICO .....cooorueeererereieececiereteseeessaeae e 24
3.3.5.  MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM).......ccevrverrerrerrerrerenenans 24
3.3.6.  ANALISIS DE IMAGEN ....ocouveieiveveieciessieseeesaesesae s sesas s sans 25
3.3.7.  ANALISIS ESTADISTICO ...ououiuieeeeieieeecietete ettt en s 25
3.4, DISENO EXPERIMENTAL ....ovucvveeeceeiceeeeeceesesssesesessesessesesesasssssssesessssssessssesasasssanens 26

3.4.1. CARACTERIZACION ...ttt snens 26



3.4.2. DETERMINACION DE LAS CINETICAS DE EXTRACCION .....c.covveuireeriieeinne 26

3.5, IMODELIZACION ..ot teeeee s sesae sttt sss s sesas s sesanansananens 28

4. RESULTADOS Y DISCUSION .....ocvivieereeceeteeeeeetesaetesesessesssssseseesessssesesassesesassssssssssasssssassasanens 30
4.1. POTENCIA ACUSTICA APLICADA. CARACTERIZACION DE LA SONDA DE

ULTRASONIDOS. ....ooveveevrerieeesceese e ses s s sesae s sesse s sesas s s eses s sassessssass s sasessessssessssassassenes 30
4.2. CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION DE BIOCOMPUESTOS DE LAS

FRACCIONES DE LA ALCACHOFA .......ooveieeeeeeeeeeeeeee sttt ses s na s ssaeees 30

4.2.1.  CINETICAS DE EXTRACCION ......ceveviieiecrerereieeesie ettt s 32

4.2.2.  MODELIZACION DE LAS CINETICAS DE EXTRACCION ......coovvrverrreererrecenne, 36

4.2.3.  ANALISIS DE IMAGEN .....oveivvreeeeiceeeeeeaeeeeeseeesee st s s ssssassesasessnes 41

5. CONCLUSIONES ....cvveevvececteseeeteeseesesssssessesssssesesasasssasssssssssssssssssnsssesssassssssssessssssasensans 45

6. NOMENCLATURA. .....oecveieetecteeeteceeseetessessss e sesssses s sassessesassssessssssesassenassssssassnsesasssnaens 46

7. BIBLIOGRAFTA ..o ettt et et e e e e ee e e e e e e e e et et et et eeeeeeeeeeeeeaeeaeneeaeeeneaes 47



[NDICE DE FIGURAS

Figura 1. Planta de 12 @lcachofa.......couiiii et e e 9
Figura 2. Fracciones de 12 alcachofa.. ... 9

Figura 3.- Estructuras de los acidos fendlicos y flavonoides mds abundantes en la alcachofa:

acido clorogénico (1), cinarina (2), luteolina (3) y apigenina (4)....ccccceevieeeceeecieecee e 11
Figura 4. Mecanismo de cavitacién y difusidn del solvente (Shirsath et al., 2012). ................... 15
Figura 5. Tallo de la alcahofa. Acondicionamiento realizado a la muestra........cccccceevvveeerinnennn. 21

Figura 6.- Equipo experimental empleado para los experimentos de extraccidon mediante
agitacion emcdnica (experimentos de CONLIOl)......c.ccccieiiieeeiiieciee e e 22
Figura 7. Equipo experimental y sonda empleados para los experimentos de extraccidon
ASISTIAOS ACUSTICAMENTE .. eieiiiieeciee et e e tee st e et e e rt e e s beeenateesnteeenneeesnseeenses 22
Figura 8. Conversion de las imagenes de SEM en imagenes binarias mediante Image J ........... 25
Figura 9. Procedimiento experimental empleado para la caracterizacion del contenido en
polifenoles y acido clorogénico de las fracciones de la alcachofa.........ccccccveeeiciieecciieeccinen, 26
Figura 10. Disefio experimental. Estudio del efecto de temperatura sobre el proceso de
extraccién acustica de compuestos bioactivos del tallo de alcachofa.........ccocccevveeeeeeiiinnnnnnenn. 27
Figura 11.Cinética de extraccién de polifenoles totales del tallo de la alcachofa. Experimentos
con asistencia acustica (US) y con agitacion mecdanica (AG). T =25, 40y 60°C......ccccccevveerreennee. 32
Figura 12. Cinéticas de extraccidn del acido clorogénico en el tallo de la alcachofa ................. 34
Figura 13. Simulacidn de las cinéticas de extraccion de polifenoles. Experimentos realizados
con agitacion Mecdnica. T =25, 40 Y B0°C. ...uviiiiiiiieeeiiieeeectee e eeree e e sree e e sbee e e s e e s e saree e e e anes 39
Figura 14. Simulacidn de las cinéticas de extraccion de polifenoles. Experimentos realizados
con ultrasonidos. T =25, 40 Y BO°C. ....cuuvieeeiieieeecieee e et e e eete e e e e stre e e e s atee e e eateeeeesabeeeeenraeeeennres 39
Figura 15. Simulacidn de las cinéticas de extraccion de acido clorogénico. Experimentos
realizados con agitacion mecanica. T =25, 40 Y 60°C......ccccueeeeciiiieeeiiiieeeecieeeeeeieeeeeeareeeesaaee e 40
Figura 16. Simulacidon de las cinéticas de extraccion de acido clorogénico. Experimentos
realizados con ultrasonidos. T =25, 40 Y B0°C....cceieeiecciiiiieee et e e e e e e e e e e e esnaare e e e e e e 40
Figura 17. Microfotografias de las matrices sélidas tras la extraccion: a-fresca, b-AG25°C, c-
AGBE0°C, d-US25°C, €-USBO°C. ...veieeirieiieiieieeieesieesieesieestesteeseeseesseesseesaeesssesssesnsasssesssesssessnsesnns 42
Figura 18. Perfiles percentiles del area celular de muestras de alcachofa fresca y de las mismas

después de haber realizado los diferentes ProCesos. .......cevcveeeieiieeeeciiiee e 43


file:///C:/Users/crisr/Dropbox/ALCACHOFA/TFM/TFM%20Cristina%20Reche%203.docx%23_Toc523842250
file:///C:/Users/crisr/Dropbox/ALCACHOFA/TFM/TFM%20Cristina%20Reche%203.docx%23_Toc523842251
file:///C:/Users/crisr/Dropbox/ALCACHOFA/TFM/TFM%20Cristina%20Reche%203.docx%23_Toc523842252
file:///C:/Users/crisr/Dropbox/ALCACHOFA/TFM/TFM%20Cristina%20Reche%203.docx%23_Toc523842252

NDICE DE TABLAS

Tabla 1. Revisidn bibliografica. Estudios relacionados con los efectos saludables sobre el
organismo derivados de la ingesta de polifenoles. ......ccuevieiiiiiiriieiicce e 10
Tabla 2. Revisidn bibliografica. Estudios relacionados con los beneficios del acido clorogénico

[ = T - I 1 (VT PP 11

Tabla 3. Revision bibliografica. Estudios de procesos de extraccidn en los cuales se ha

modelizado mediante la ecuacion de Weibull..........ccooriiiiiiieiii e 18
Tabla 4. Condiciones de operacion. Determinacidn de acido clorogénico......cccceevecvveeeircrveeenns 24
Tabla 5. Nomenclatura utilizada para los diferentes tratamientos realizados.............ccccceeennnen. 27
Tabla 6. Densidad acustica aplicada al sistema de extracCion.........cccceeeecvveeieciiee e 30
Tabla 7.- Caracteristicas fisico-quimicas de las diferentes fracciones de la alcachofa. .............. 31
Tabla 8. Parametros del modelo de Weibull, obtenidos con EXcel..........ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 36
Tabla 9. Los parametros identificados del modelo Weibull...........ccovviieiiiiiiciiii e, 37

Tabla 10. Error relativo medio (ERM) y varianza explicada (VAR) en la comparacidon entre los

valores experimentales Y SIMUIGAOS ....cciccuieei ittt etre e e e e rre e e e e beeeeeeaes 41



Resumen

RESUMEN

La alcachofa (Cynara scolymus L.) es un vegetal comestible ampliamente consumido en la dieta
mediterranea. Se estima que la produccién mundial en el 2016 fue de 1452577 Tn. Los
subproductos resultantes del procesado de las alcachofas representan cerca del 80% del peso
de las mismas. Y han sido utilizados para la recuperaciéon de compuestos fendlicos y para la
obtencidn de metano por digestion anaerobia. La alcachofa es una fuente natural de acidos
fendlicos que poseen diferentes propiedades medicinales y nutricionales.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar la aplicacion de asistencia acustica como
tecnologia para favorecer la extraccion de biocompuestos de subproductos de alcachofa
utilizando una disolucién de etanol 20% de disolvente, potenciando asi su posible uso
alimentario. Para alcanzar el objetivo planteado se procedié a estudiar el efecto de la
temperatura sobre las cinéticas de extraccion y la composicion de los extractos obtenidos.

Para evaluar el efecto de la asistencia acustica (US) (24kHZ), se usé como control el
tratamiento con agitacién mecanica a 100 rpm. Como medio de extraccién se utilizd etanol
20% vy se siguieron las cinéticas de extraccidn durante 35 min a diferentes temperaturas (25,
40y 60°C); las cinéticas se modelizaron mediante el modelo empirico de Weibull. Asimismo, se
caracterizaron los extractos obtenidos mediante la determinaciéon de su contenido en acido
clorogénico, polifenoles y también, se estudié la estructura de la matriz sélida mediante el
analisis de las imagenes obtenidas al SEM.

La aplicacién de US de potencia demostrd ser capaz de intensificar la extraccion de polifenoles
y acido clorogénico. La temperatura afectd significativamente sobre los rendimientos de
extraccién, aumentando a medida que la temperatura incrementaba, de tal manera que se
obtuvieron rendimientos mds elevados a 60°C. El efecto de la asistencia acustica se vio
potenciado a temperaturas bajas.

Mediante el modelo de Weibull fue posible simular satisfactoriamente las cinéticas de
extraccion. Los parametros identificados para dicho modelo indicaron que el rendimiento
maximo de extraccion aumentd con la aplicacién de energia acustica, permitiendo disminuir la
energia de activacion de los procesos de extraccién de polifenoles y acido clorogénico.

El efecto de la energia acustica se pudo observar en las matrices solidas procesadas, ya que
presentaron una microestructura con un mayor nimero de grietas que el control. La aplicacion
de ultrasonidos durante la extracciéon provocé la rotura de las paredes celulares de la matriz
solida, aumentando de esta manera la superficie y la velocidad de transferencia de masa.

En definitiva, los resultados experimentales obtenidos indicaron que la extraccion mediante
asistencia acustica permitié la obtencién de rendimientos mas altos que en las condiciones
control, especialmente a temperaturas bajas; afectando a la estructura de las matrices sdlidas,
al aumentar la superficie y la velocidad de transferencia de masa del proceso de extraccion.



Introduccion

1. INTRODUCCION

La Directiva Europea (Dir. 2006/12/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de 5 de abril de
2006) establece que: “es importante favorecer la valorizacion de los residuos y la utilizacidn de
materiales valorizados a fin de preservar los recursos naturales. Su desarrollo busca contribuir
a la transformacién de los paises miembros de la UE en una “sociedad del reciclado”, que trate
de evitar la generacién de residuos y que utilice los residuos como un recurso”.

Segun la ley 22/2011 modificada por la ley 5/2013 se denomina “residuo” a cualquier sustancia
u objeto que su poseedor deseche o tenga la intencién o la obligacién de desechar; y
“subproducto” a una sustancia resultante de un proceso de produccién cuya finalidad primaria
no sea la produccién de esa sustancia, pero que tenga un valor comercial. Por ello, la
tendencia actual en la industria es la de conseguir transformar lo que es un residuo en un
subproducto.

En las ultimas décadas, por razones tanto econdmicas como ambientales, ha habido una
presion continua y creciente para recuperar y explotar los destrios de los alimentos (Lin et al.,
2013). Una de las principales vias consiste en extraer de ellos compuestos bioactivos naturales,
como la fibra dietética (FD) y antioxidantes, que podrian ser de gran valor para las industrias
farmacéutica, cosmética y alimentaria (Femenia, 2007).

En el ambito de la alimentacidn, se ha detectado, tanto a nivel industrial como cientifico, un
interés en encontrar nuevas fuentes de compuestos bioactivos que podrian usarse como
ingredientes funcionales en la industria alimentaria (Gonzalez-Centeno et al., 2010; Fontana et
al., 2017), ya que la ingesta de determinados biocompuestos se relaciona con importantes
beneficios nutricionales y de salud (Kendall et al., 2010).

El procesado de alimentos de origen vegetal genera importantes cantidades de subproductos
(hojas, tallos, aguas residuales, etc.). La eliminacidon de estos subproductos supone un costo
para el procesador de alimentos y un posible impacto negativo en el medio ambiente. La
investigacion realizada en los Ultimos 20 afios ha revelado que muchos de estos subproductos
podrian servir como fuente de compuestos bioactivos potencialmente valiosos (Jayathilakan et
al., 2012). A veces, estos subproductos pueden alcanzar el 60% de los vegetales cosechados
como en el caso de la manipulacién industrial de alcachofa (Wijngaard et al., 2012).

A pesar de esto, en la actualidad, la gran mayoria de los subproductos no se explotan como
fuentes de estos compuestos. Esto se debe, en parte, a la falta de técnicas apropiadas para la
extraccién de estos compuestos.

1.1. SUBPRODUCTOS DE LA ALCACHOFA

La alcachofa (Cynara scolymus L.) es un vegetal comestible ampliamente consumido en la dieta
mediterranea (Coinu et al., 2007). El cultivo de alcachofa, con un area mundial de cultivo de
116261 ha y una produccidon de 1452577 Tn, se concentra principalmente en la region
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Introduccion

mediterranea, con una produccién anual de 613135 Tn. Espafia es el segundo productor de
alcachofas del mundo (Italia es el primero) con una producciéon de 185796 Tn anuales (FAO,
2016).

Figura 1. Planta de la alcachofa

La fraccién comestible de la planta es la inflorescencia inmadura, llamada capitulum, cabeza o
corazén. Los subproductos de alcachofa (hojas, bracteas externas y tallos) suponen un
descarte importante (Lattanzio et al., 2009) ya que representa aproximadamente un 80-85%
de la planta (Boubaker et al., 2016).

Bracteas Corazén

Tallo

Figura 2. Fracciones de la alcachofa

1.2. COMPUESTOS BIOACTIVOS

1.2.1. POLIFENOLES

Los polifenoles son metabolitos secundarios presentes en las hojas de muchas plantas
superiores y en las frutas. Su funcion principal es proteger estas hojas o frutos frente al ataque
de herbivoros (Feeny, 1970). En la bibliografia se encuentran descritos alrededor de 8000
polifenoles diferentes, divididos en, al menos, diez clases en funcién de su estructura quimica.
A pesar de su amplia categorizacidn, todos comparten una caracteristica estructural comuan, un
anillo aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo.

Los polifenoles se clasifican segln la naturaleza y la estructura del esqueleto carbonatado en
flavonoides y no flavonoides.



Introduccion

La razon principal del interés de cientificos y consumidores por los polifenoles presentes en los
alimentos es la demostracién de sus propiedades antioxidantes, su abundancia en nuestra
dieta y su probable papel en la prevencién de diversas enfermedades asociadas con el estrés
oxidativo, como el cancer y las enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Scalbert
et al., 2005).

En las ultimas décadas, son numerosos los estudios epidemioldgicos que asocian los efectos
beneficiosos derivados del consumo de productos de origen vegetal a la presencia, tipo y
cantidad de compuestos fendlicos que incluyen en su composicidn. Ello se debe a la elevada
capacidad antioxidante que presentan dichos compuestos, ya que ésta les permite prevenir
y/o inhibir los procesos oxidativos y bloquear la incidencia-ataque de radicales libres, tanto en
los alimentos como en el cuerpo humano (Babbar et al., 2011). Gracias a la prevencion de la
oxidacion de biomoléculas del organismo, tales como lipidos, proteinas y/o acidos nucleicos, la
capacidad antioxidante de los compuestos fenélicos incluidos en la dieta se traduce en toda
una serie de efectos beneficiosos para la salud que se resumen en la Tabla 1 (Gonzalez-
Centeno, 2013).

Tabla 1. Revision bibliogrdfica. Estudios relacionados con los efectos saludables sobre el organismo derivados de la
ingesta de polifenoles.

Efecto para la salud Referencias bibliograficas
Anticancerigeno Gollucke et al., (2013)
Antiinflamatorio Overman et al., (2010)
Antimutagénico Anter et al., (2011)

Antiulceroso Wang et al., (2010)
Antimicrobiano Cueva et al., (2012)
Cardioprotector Olas et al., (2012)
Dermoprotector Perde-Schrepler et al., (2013)
Hepatoprotector Gupta et al., (2011)
Neuroprotector Pasinetti et al., 2012)

Los acidos fendlicos son compuestos que juegan un papel importante durante el procesado de
alimentos vegetales debido a su influencia sobre la estabilidad del color y su capacidad para
inhibir las reacciones de pardeamiento enzimatico (Aguirre Santos et al., 2018).
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El 4cido clorogénico (acido 5-O-cafeoilquinico) y el acido 1,5-di-O-cafeoilquinico (cinarina), son
los acidos fendlicos mas abundantes presentes en tejidos de alcachofa, mientras que la
luteolina y apigenina, son las flavonas mas abundantes (Colantuono et al., 2018).

OH

:

OH
HO.

OH

Qe
I

HO

Figura 3.- Estructuras de los dcidos fendlicos y flavonoides mds abundantes en la alcachofa: dcido clorogénico
(1), cinarina (2), luteolina (3) y apigenina (4)

1.2.2. ACIDO CLOROGENICO

El acido clorogénico es el is6mero mas abundante del acido cafeoilquinico y se trata de uno de
los acidos fendlicos mas abundantes en alimentos como los extractos de café verde y té
(Naveed et al., 2018). El acido clorogénico posee muchos efectos positivos para la salud, tal y
como se puede observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Revision bibliogrdfica. Estudios relacionados con los beneficios del dcido clorogénico para la salud

Efecto para la salud Referencias bibliograficas
Antiinflamatorio dos Santos et al., (2006)
Hepatoprotector Yun et al., (2012)
Cardioprotector Wan et al., (2013)

Estimulador del sistema nervioso central Naveed et al., (2018)
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Diferentes estudios realizados sobre los compuestos bioactivos de la alcachofa han
demostrado su actividad hepatoprotectora, anticarcinogénica e hipocolesterolémica
(Mehmetcik et al., 2008, Lattanzio et al., 2009).

1.3. EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

Las materias primas vegetales contienen en general, pequefias concentraciones de soluto
activo, pero de alto valor afiadido que justifica el desarrollo de procesos de separacion de alto
rendimiento (Romdhane & Gourdon, 2002). La extraccion sélido-liquido es una de las
operaciones unitarias mas ampliamente utilizadas en la industria alimentaria y, entre otros
fines, se aplica en la recuperacion de ciertos compuestos bioactivos retenidos en la matriz de
productos naturales (Delgado-Adamez et al.,, 2017). La extraccion sdlido-liquido (S-L) es un
proceso de transferencia de materia mediante el cual el compuesto de interés pasa desde la
matriz del sélido hasta el seno de la fase liquida. Dicho mecanismo tiene lugar en dos etapas:
una primera en la que se produce una rapida transferencia del soluto desde la superficie del
solido al disolvente; y una segunda etapa de transferencia en el interior del sélido por difusién
(Sturzoiu & Stroescu, 2011). En la mayoria de sistemas de extraccién utilizados en la industria
alimentaria, se asume que la segunda etapa es el paso limitante del proceso, debido a la
resistencia natural que ofrece la fase sdlida (a menudo tejidos de origen vegetal) a la
transferencia de materia y/o penetracion de liquidos (Hojnik et al., 2008).

1.3.1. EFECTO DE LATEMPERATURA

La temperatura de extraccidn es una variable importante que debe optimizarse para minimizar
el costo de energia del proceso. La temperatura afecta al equilibrio y a la velocidad de
transferencia de masa del proceso de extraccion. Muchos autores coinciden en que un
aumento en la temperatura de trabajo favorece la extraccidon, mejorando tanto la solubilidad
del soluto como el coeficiente de difusion, pero también en que mas alld de cierto valor,
ciertos compuestos pueden desnaturalizarse (Spigno et al., 2006, Spigno & De Faveri, 2007).

Cabe destacar, que ciertos compuestos de interés son termosensibles, es decir que una
temperatura lo suficientemente alta puede contribuir a la degradacién de estos.

Dent et al.,, (2013) quienes estudiaron el efecto de la temperatura en la extraccion de
polifenoles de la salvia (Salvia officinalis L.) usando como disolvente tres soluciones acuosas
diferentes (30, 50 o 70%) de etanol y acetona, asi como agua destilada; y a dos temperaturas,
60 y 90°C. Buci¢-Koji¢ et al., (2009) estudiaron el efecto de la temperatura en la extraccion de
compuestos fendlicos de semilla de uva usando como disolvente etanol 50%, agitacion (200
rom) y temperaturas de 25 a 80°C. Ma et al., (2008) realizaron el estudio del efecto de la
temperatura en la extracciéon de hesperidina con ultrasonidos (20kHz), utilizando metanol
como disolvente y a diversas temperaturas (30, 40 y 50°C).

En dichos estudios se pudo observar un aumento en el rendimiento de extraccidn a medida
que la temperatura incrementaba.
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1.3.2.  MICROESTRUCTURA DE LA MATRIZ SOLIDA

La microestructura de los alimentos puede definirse como la organizacién de sus
constituyentes, lo que da como resultado una estructura espacial de diferentes fases
materiales microscépicamente visible. En algunos casos, también se considera que la
microestructura de los alimentos incluye la interacciéon de las moléculas dentro de la matriz
microestructural (Verboven et al., 2018).

La caracterizacién cuantitativa de la microestructura de materiales heterogéneos, como los
alimentos, es de crucial importancia para muchas aplicaciones practicas. De hecho la
transferencia de calor y masa, las propiedades mecanicas y electromagnéticas, etc., se ven
fuertemente afectadas por la estructura tridimensional de los sélidos (Derossi et al., 2013).

El estudio de la estructura celular de los alimentos generalmente requiere un examen
microscépico en el cual las imagenes microscdpicas generalmente, se digitalizan y
posteriormente se analizan mediante técnicas de andlisis de imagen. El microscopio éptico es
la técnica mds utilizada, pero también microscopia confocal, la microscopia electrdnica, la
microscopia de fuerza atdmica, la resonancia magnética o la tomografia computarizada (Sun,
2012).

Como técnica de analisis de imagen, en la industria alimentaria se utiliza ampliamente la de
textura estadistica por su alta precision y menor tiempo de célculo. La distribucién espacial de
los valores de gris es una de las cualidades definitorias de la textura. Los métodos estadisticos
analizan la distribucién espacial de dichos valores, al calcular las caracteristicas locales en cada
punto de la imagen y derivar un conjunto de operaciones estadisticas de las distribuciones de
dichas caracteristicas locales (Selvarajah & Kodituwakku, 2011).

Mufioz et al., (2012) observaron el cambio en la microestructura de la semilla de chia
realizando la extraccién del mucilago, con agua sin ayuda externa, a una temperatura de 20 a
80°C, un pH de 4 a 8 y una relacion semilla: agua de 1:20 y 1:40. Minjares-Fuentes et al., (2016)
observaron la microestructura posteriormente a la extraccién de hemicelulosa de orujo de
uva, mediante la aplicacién de ultrasonidos (140W) con KOH a 20°C.

1.3.3.  EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS

La extraccién de compuestos fendélicos de material vegetal estd influenciada por su naturaleza
guimica, asi como por la presencia de sustancias que pueden provocar interferencias (Rajbhar
et al., 2015).

El proceso de extraccion de polifenoles también se encuentra influenciado por:

- La composicion del solvente, debido a que los extractos fendlicos vegetales son
siempre una mezcla de diferentes clases de fenoles, que son selectivamente solubles
en diversos solventes (Wissam et al., 2012).

13



Introduccion

- Eltiempo de extraccién (Brglez Mojzer et al., 2016).

- La temperatura, que afecta simultdaneamente a la solubilidad y la velocidad de
transferencia de masa, asi como también disminuye la viscosidad y la tension
superficial de los solventes, lo que contribuye a una mayor tasa de extraccion (King &
Srinivas, 2009).

- El pH, ya que los polifenoles son mas estables a pH bajo por lo que se extraen
facilmente en solventes orgdnicos (Khoddami et al., 2013).

- Larelacién sélido-liquido (Radojkovic et al., 2012).

- Eltamafio de particula (Makanjuola, 2017).

1.4. INTENSIFICACION DE PROCESOS DE EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO
MEDIANTE APLICACION DE ULTRASONIDOS

La intensificacion de procesos es actualmente una de las areas con mayor potencial de
desarrollo en la industria alimentaria. Consiste en modificar procesos convencionales o
desarrollar nuevas tecnologias para reducir las necesidades de energia, aumentar
rendimientos y/o incrementar la calidad de productos con el consiguiente beneficio
medioambiental (Benali & Kudra, 2010).

Tradicionalmente, los procesos basados en solventes se han usado para la extraccién de
muchos compuestos bioactivos. Sin embargo, los mecanismos de extraccidn estandar como la
extraccién soxhlet presenta limitaciones, tales como un importante gasto de solvente, gran
costo de operacidon y tiempos de operacidon elevados que frecuentemente resultan en
rendimientos mas bajos. La aplicacién de ultrasonidos de potencia para la intensificacion de
procesos de extraccidon posibilita mayores rendimientos en un tiempo mds corto, con un
aporte de energia menor y sin la necesidad de agregar reactivos adicionales a la extraccion
(Naveena, Armshaw, & Pembroke, 2015).

1.4.1. LOS ULTRASONIDOS DE POTENCIA

La energia acustica es uno de los tipos fundamentales de energia que pueden encontrarse en
la naturaleza. Las ondas que la componen son oscilaciones mecanicas en el tiempo y en el
espacio que, a diferencia de las ondas electromagnéticas, necesitan de un medio material para
su propagacion (Juan A. Carcel, 2003).

A su vez, los ultrasonidos pueden clasificarse segln sus aplicaciones industriales, a partir de su
frecuencia e intensidad. Por una parte, se distinguen los ultrasonidos de sefial, de baja
potencia o de baja intensidad. Estos se caracterizan por presentar frecuencias comprendidas
entre 500 kHz y 10 MHz, e intensidades inferiores a 1 W/cm?2. Dado que la energia transmitida
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al medio por este tipo de ultrasonidos es débil, su aplicacién no induce cambios en el sistema.
De ahi, su uso en el control de procesos y en el andlisis no invasivo de materiales (Carcel et al.,
2012)

Por otra parte, se definen los ultrasonidos de potencia (US), también conocidos como de alta
intensidad, cuyas frecuencias oscilan entre los 20 y 100 kHz y su intensidad es superior a 1
W/cm?. Este tipo de ultrasonidos tiene la capacidad de producir cambios en las propiedades
fisicas, mecanicas, quimicas y/o bioquimicas del material o proceso en el que se aplican,
derivando de ello una amplia gama de aplicaciones industriales (Awad et al., 2012).

La intensificacidn del proceso de extraccién mediante aplicacidon de ultrasonidos de potencia
se ha atribuido a los fendmenos de cavitacidén, que consiste en la formacién, crecimiento e
implosiéon de nano/microburbujas de gas en el seno del liqguido como consecuencia de las
fluctuaciones de presidén generadas por el paso de las ondas ultrasdnicas (Shirsath et al., 2012).
Cuando los ultrasonidos se propagan a través de un fluido, las moléculas oscilan alrededor de
su posicion de equilibrio, haciendo que las distancias intermoleculares se modifiquen
continuamente siguiendo ciclos alternos de compresién y descompresion.

Durante La expansidon puede crear burbujas o cavidades en un liquido, las cuales se forman,
crecen y sufren un colapso implosivo. Las condiciones dentro de estas burbujas implosionantes
pueden ser dramaticas, con temperaturas de 4500°C y presiones de hasta 100 MPa, que a su
vez producen ondas de energia de cizallamiento muy alta y turbulencia en la zona de
cavitacion. La combinacion de estos factores (presion, calor y turbulencia) se usa para acelerar
la transferencia de masa en el proceso de extraccion (Vardanega, et al, 2014).

Pared o
celular <

Grieta \
formada por —%
cavitacion 7/

Entrada de solvente ! Salida de extracto
Figura 4. Mecanismo de cavitacion y difusion del solvente (Shirsath et al., 2012).

El ultrasonido también ejerce un efecto mecanico. En los liquidos puros, la burbuja conserva su
forma esférica durante el colapso, ya que su entorno es uniforme. Sin embargo, cuando la
burbuja colapsa cerca de una superficie sélida, se produce asimétricamente y produce
corrientes de solvente de alta velocidad hacia las paredes de la celda. Estas corrientes tienen
un fuerte impacto en la superficie sélida, por lo tanto, aumentan la penetracion del solvente
en la celda y aumentan el area de superficie de contacto entre la fase sdlida y la liquida
(Rostagno et al., 2009).

Otro efecto causado por la onda ultrasénica sobre el material sélido es que puede facilitar el
hinchamiento y la hidratacién y, por lo tanto, causar una ampliacion en los poros de la pared
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celular. Esto mejorara el proceso de difusidn y, por lo tanto, mejorard la transferencia de masa
(Chemat, et al, 2011).

Dado que el fendmeno de la cavitacién es el principal responsable por la intensificacion del
proceso de extraccion, los parametros que afectan a la cavitacidn también afectan el proceso
de extracciéon realizado bajo efectos de ultrasonido. Ademds de los parametros
intrinsecamente relacionados con los dispositivos ultrasénicos (como la frecuencia, la longitud
de onda y la amplitud de la onda), la potencia ultrasénica y, en consecuencia, la intensidad
también tienen un efecto sobre la extraccion (Patist & Bates, 2008).

En general, los mayores efectos sonoquimicos se observan a temperaturas mas bajas, cuando
la mayoria del contenido de la burbuja esta en el gas (Vardanega et al., 2014).

1.4.2. USO DE ULTRASONIDOS DE POTENCIA EN LA EXTRACCION DE BIOCOMPUESTOS

Los ultrasonidos de potencia se caracterizan por una amplia y potencial aplicabilidad en Ia
industria alimentaria. De entre sus principales aplicaciones destaca su uso en procesos
industriales de extraccién, emulsificacion, cristalizacidn, esterilizacidn, secado, tenderizacién y
marinado de carne (Alarcon-Rojo et al., 2015; Mason et al., 2015).

En el drea de la extraccién de compuestos bioactivos, destaca la actividad de la empresa
italiana Giotti que durante mas de 20 afios ha utilizado procesos asistidos acusticamente para
la produccidon de bebidas alcohdlicas, alimentos y aditivos nutracéuticos; afirmando que la
extraccién asistida acuisticamente es rapida, limpia y eficiente (Mason et al., 2015).

Segun Mason (2011) los ultrasonidos de potencia incrementan la eficacia del proceso de
extraccién mediante cuatro mecanismos interconectados:

- Rotura de las paredes celulares: como consecuencia de la formacion de
microinyecciones por la implosién de las burbujas de cavitacién, aumentando la
permeabilidad del tejido vegetal. Este efecto también reduce el tamafio de particula y
aumenta la superficie sélida en contacto con el disolvente de extraccidn.

- Incremento de la solubilidad de los analitos: provocada por un incremento de la
temperatura por la energia liberada en la implosién.

- Mejora de la penetracion del disolvente en la matriz del soluto: como consecuencia del
aumento localizado de presidn que genera poros en la pared celular, promoviendo la
introduccion del solvente en la célula.

- Mejora de la transferencia de materia: debido a que los ultrasonidos provocan
microcorrientes que favorecen la continua renovacién de la capa limite en contacto
con la superficie sdlida.

Recientemente, se han llevado a cabo diversos estudios sobre la extraccion acustica de
biocompuestos en tejidos vegetales, entre los cuales se pueden mencionar: lipidos
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(Meullemiestre et al., 2016); polisacaridos (Minjares-Fuentes et al., 2014) y, compuestos
antioxidantes, fendlicos (Gonzalez-Centeno, 2013).

1.5. MODELIZACION

La modelizacion matemadtica de procesos constituye una herramienta basica para nuevos
sistemas de produccién ya que permite estimar, controlar, predecir y optimizar el
comportamiento de un proceso bajo diferentes condiciones de operacién (Bon et al., 2007). Al
mismo tiempo, la modelizacién puede contribuir a un mejor aprovechamiento de la energia,
tiempo, materia prima y disolventes invertidos en el proceso (Radha Krishnan et al., 2013).

En el planteamiento matematico del modelo, una vez determinadas las variables que influyen
en el proceso, deben establecerse las relaciones matematicas existentes entre las mismas para
definir las ecuaciones representativas. Estas relaciones matematicas pueden ser de caracter
fenomenolégico o empirico. Los modelos fenomenolégicos son aquéllos cuyo principio de
formulacion se basa en leyes fisicas, siendo los derivados de la teoria de difusion, o segunda
Ley de Fick, los mas utilizados en procesos de extraccion (Blasco et al., 2006). Por su parte, los
modelos empiricos 0 no paramétricos son aquéllos que se formulan a partir de datos
experimentales, que, en el caso de la extraccion, deben ser representativos de la transferencia
de materia que tiene lugar en cada momento (Garau, 2008).

En general, los modelos empiricos no interpretan el fendmeno fisico, dado que su Unico
objetivo es determinar las variables relevantes y describir las relaciones existentes entre las
mismas. Sin embargo, resultan de gran utilidad para ciertas aplicaciones industriales o para
simplificar el estudio de sistemas complejos, dificilmente formulables y/o solucionables
mediante modelos fenomenoldgicos (Blasco et al., 2006). Tal es el caso de la extraccidn de
compuestos bioactivos de materiales de origen natural, dada la heterogeneidad de las
muestras y la complejidad del mecanismo de transferencia de materia debido al caracter
multicomponente de las mismas.

A pesar de que los pardmetros de los modelos empiricos carecen de significado fisico, en la
bibliografia, frecuentemente se establecen relaciones matematicas entre estos parametros y
diferentes variables del proceso, como la temperatura del aire de secado, la velocidad del flujo
de aire, el contenido en humedad inicial, etc (Onwude et al., 2016).

El modelo de Weibull representa la distribucién de la resistencia a la rotura de los materiales y,
posteriormente, describe el comportamiento de sistemas o eventos que tienen cierto grado de
variabilidad. EI modelo empirico estd basado en una funciéon probabilistica utilizada para
predecir el comportamiento de sistemas complejos variantes. Concretamente, en el campo de
la tecnologia de alimentos, el modelo de Weibull ha sido ampliamente utilizado para describir
procesos degradativos, inactivacion enzimatica, crecimiento y supervivencia de
microorganismos, digestion in vitro y/o degradacion quimica de los atributos de un producto.
No obstante, también se ha aplicado satisfactoriamente a cinéticas de secado-rehidratacion vy,
mas recientemente, de extraccion (Eim et al., 2013; Sant’Anna et al.,, 2012). El modelo de
Weibull se presenta en la ecuacion 1.
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t\P E ion 1
C — Ceq — e[_(a) ] _ e[_(kt)ﬁ] cuacion
Co— Ceq

Donde C es la concentracion, Ceq la concentracion final y Co la concentracidn inicial del analito a
extraer; el pardmetro a esta relacionado con la cinética del proceso, presentando una relacion
inversa con la constante de velocidad del mismo; en él quedan englobados los efectos de
variables como temperatura o tamano de particula entre otros (Blasco et al., 2006).

En el modelo de Weibull (Ecuacidon 1), B es un parametro de forma que representa un indice de
comportamiento de la materia prima durante el proceso de extraccién Sturzoiu et al., (2011).
Cuando este parametro es igual a 1, la extraccidn sigue una cinética de primer orden, con una
velocidad de extraccidn constante. Sin embargo, cuando B < 1 la cinética de extraccién
adquiere forma convexa, presentando una velocidad que disminuye con el tiempo; y cuando
B > 1, la curva presenta una forma cdéncava y la velocidad de extraccién aumenta
progresivamente con el tiempo (Odriozola-Serrano et al., 2008). La concavidad y convexidad
de las curvas de extraccién seran tanto mds acentuadas cuanto mds se aleje de la unidad el
valor de B.

La inclusién del parametro de forma ademas del pardmetro cinético a, es lo que confiere al
modelo de Weibull flexibilidad y potencial para describir un gran numero de procesos
(Gonzalez-Centeno, 2013).

En general, el pardmetro a se interpreta como una constante de reaccién cinética, que
depende de la temperatura segin una ecuacién de tipo Arrhenius:

K=k e[_(%)] Ecuacién 2

Donde E, es la energia de activacion, que se trata de la energia minima necesaria para que se
lleve a cabo una reaccién, en este caso, que se produzca la extraccion sdélido-liquido; R es la
constante de gases universal (8.3145 J-K'*:mol?), T la temperatura en grados Kelvin y ko el valor
preexponencial. En la Tabla 3 se presentan diferentes estudios de extraccién en los cuales se
ha utilizado el modelo de Weibull.

Tabla 3. Revision bibliogrdfica. Estudios de procesos de extraccion en los cuales se ha modelizado mediante la
ecuacion de Weibull

Materia prima Compuesto de interés Bibliografia
Escaramujo B-caroteno Sturzoiu et al., (2011)
Hongos medicinales Sélidos solubles Cheung et al., (2012)
Orujo de uva Antocianos Sant’Anna et al., (2012)
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Pepitas de quinoa

Zumo de tomate

Orujo de uva

Saponinas

Licopeno

Polifenoles

Quispe-Fuentes et al., (2013)

Odriozola-Serrano et al.,
(2008)

Gonzdlez-Centeno et al.,
(2015)
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2. OBIJETIVOS

Los residuos de la industria alimentaria tienen un elevado potencial al ser ricos en
biocompuestos. Los subproductos de alcachofa son ricos en compuestos fendlicos, de los
cuales cabe destacar el acido clorogénico por sus multiples aplicaciones.

El objetivo principal del presente trabajo consistié en evaluar la aplicacién de la energia
acustica como tecnologia para intensificar el proceso de extraccion biocompuestos
(polifenoles y acido clorogénico) de subproductos de alcachofa y el efecto de la temperatura.
Para la consecucién de este objetivo general se plantearon como objetivos concretos:

e Evaluar el efecto de la potencia acustica y la temperatura en el rendimiento del
proceso de extraccidn de polifenoles y acido clorogénico.

e Determinar el efecto de la potencia acustica y de la temperatura en la matriz sélida de
la alcachofa.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIA PRIMA

La materia prima utilizada en este trabajo fueron alcachofas (Cynara scolymus) cultivadas en
Palma de Mallorca (Espafia) y adquiridas en mercados locales de la isla, que fueron
seleccionadas en funcién del diametro del tallo de las mismas (1.7-2.1 cm).

La alcachofa se dividié en tres fracciones: tallo, bracteas y corazén. Cada una de ellas se
congeld a -80°C en un ultra-congelador (CVF 525/86 Ing. Climas, Espafia), y posteriormente
fueron sometidas a liofilizacion (LyoQuest, Telstar, Espafia) a 0.3 mbar y -50°C , molturacién
(A10, Ika Werke, Alemania) y tamizado (FIT-0200, Filtra, Espafa) hasta un tamafio de particula
menor de 0.5 mm. Finalmente, la muestra tamizada se envasé al vacio (EVT-10, Tecnotrip,
Espafia), en bolsas de poliamida/polietileno 20/70 con permeabilidad al O, 2.58 x 10-7 mol m?
s Pa?, suministradas por Guerrero Coves SL (Valencia, Espafia). Las mismas se conservaron a

4°Cy fueron protegidas de la luz hasta su procesado.

Para los experimentos de extraccion de biocompuestos se utilizé el tallo de la alcachofa,
cortado en laminas de 0.5 mm de grosor.

=

Figura 5. Tallo de la alcahofa. Acondicionamiento realizado a la muestra

3.2. EQUIPO EXPERIMENTAL

3.2.1. EQUIPO DE EXTRACCION MECANICA

El equipo experimental utilizado para llevar a cabo los tratamientos de extraccién en medio
liguido mediante agitacion mecdnica se muestra en la Figura 6. Consta de un agitador
convencional (RZR 2021, Heidolph, Alemania) dotado con una hélice de cuatro alabes que
describen un circulo de 50 mm de diametro a una velocidad de giro de 100 rpm y un vaso
encamisado con una capacidad de 250 ml conectado a un bafio termostatico (Thermomix
1441, Braun, Alemania) para el control de la temperatura. El agitador se situd en el eje central
del vaso y en el centro del volumen de liquido.
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Sensor de temperatura

\ |/ Agitador mecanico
—>

Vaso encamisado

—>

Solido a extraer

l

Disolvente de extraccion

Figura 6.- Equipo experimental empleado para los experimentos de extraccion mediante agitacion emcdnica
(experimentos de control)

3.2.2. EQUIPO DE EXTRACCION ACUSTICA

El equipo experimental utilizado para llevar a cabo los tratamientos en medio liquido mediante
extraccion asistida acusticamente se muestra en un esquema en la Figura 7. Consta de un vaso
encamisado de 250 ml conectado a un bafio termostatico de recirculacidon Selecta, Tectron Bio,
Espafa) para el control de la temperatura. La aplicacién de los ultrasonidos de potencia se
lleva a cabo mediante el uso de un generador ultrasénico UP400S (Hielscher Ultrasonics,
Alemania) con una potencia de 400 W y una frecuencia ultrasénica de 24 KHz. Se utilizé un
sonotrodo de titanio de 22 mm de didametro y una longitud de 100 mm (Hielscher Ultrasonics,
Alemania) (Figura 7).

Sonda de ultrasonidos
de potencia

Sensor de temperatura

D

Vaso encamisado

—>

Solido a extraer ‘
Disolvente de extraccion

Figura 7. Equipo experimental y sonda empleados para los experimentos de extraccion asistidos actsticamente

Con el objetivo de medir la potencia acustica (W) suministrada al fluido de inmersion se
utilizaron técnicas calorimétricas. Este método consiste en la medida del incremento de
temperatura durante los primeros 300 s de aplicacién de los ultrasonidos (Arzeni et al., 2012).
El calculo de la densidad acustica se realizé empleando la Ecuacién 3 (Yanjun et al., 2014), a
partir de la curva de temperatura-tiempo determinada experimentalmente por triplicado.
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ar Ecuacién 3
Pdt
Donde:
- P: Potencia acustica (J s2)
- Cp : Capacidad calorifica en J kg™ K* del solvente
- dT: Diferencial de temperatura (°C)
- dt : Diferencial de tiempo (s)

- m: masa del disolvente (kg)

La determinacion se llevé a cabo por triplicado.

3.3. METODOLOGIA ANALITICA

Todas las determinaciones analiticas se realizaron por triplicado.

3.3.1. CONTENIDO EN HUMEDAD

La determinacién experimental del contenido de humedad de la materia se llevd a cabo
siguiendo el método oficial de la AOAC No. 934.06 (AOAC, 2006). Se pesaron
aproximadamente 4.0+0.3 g de muestra prima y se deshidratd en una estufa de vacio
(Vaciotem-T, Selecta, Espafia) a 80+2°C hasta peso constante (aproximadamente 24 h). A partir
de la variacidn de peso se calculé el valor del contenido de humedad y el resultado se expreso
en g agua/ gss (b.s).

3.3.2.  OBTENCION DE EXTRACTOS METANOLICOS

Para la determinacidn del contenido de polifenoles y de acido clorogénico se prepararon
extractos metandlicos. Se pesd 1.0+0.1 g de muestra, se anadieron 40 mL de metanol y se
homogenizé la mezcla con la ayuda de un Ultra-Turrax T25 Digital (Ika, Alemania) durante 60 s,
a 12500 rpm, a 4°C y protegido de la luz. En el caso de las muestras liofilizadas se afiadié 40 mL
de metanol. El homogeneizado se refrigerd durante 24 h. Posteriormente, se centrifugd a 4000
rom durante 5 min (ALC 4218, Thermo Scientific, Italia). El sobrenadante se filtré6 con papel
Whatman No. 4 y se almacené a 4°C en oscuridad hasta su andlisis.

3.3.3. CONTENIDO EN POLIFENOLES TOTALES

El contenido en polifenoles totales se determind de acuerdo al método de cuantificacion de
fenoles Folin-Ciocalteu adaptado a microplacas de 96 pocillos descrito por Eim et al.,(2013),
con algunas modificaciones.
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Una alicuota de 10 pL de extracto metandlico se diluyé con 95 uL de agua destilada, se le
adicionaron 5 pL del reactivo Folin-Ciocalteu y se incubé durante 5 min a 25°C. La reaccidn se
detuvo mediante la adicién de 80 pL de Na,COs; al 7.5%. Se leyé la absorbancia a 745 nm cada
5 min, durante 30 min usando un espectrofotémetro UV/Vis/NIR (Thermo Scientific Multiskan,
Finlandia) empleando como blanco de reaccién el disolvente de extraccién (25 uL de metanol).
El contenido de polifenoles totales se cuantificd usando una curva de calibracién de acido
gélico (0.025-0.25 pM), expresandose el resultado como mg de acido gélico (AG)/g ss.

Los diferentes ensayos se realizaron primeramente con extractos metandlicos para saber la
cantidad total inicial de cada fracciéon de la alcachofa y posteriormente, con los extractos
obtenidos de las cinéticas de extraccion.

3.3.4. CONTENIDO EN ACIDO CLOROGENICO

El contenido en acido clorogénico (AC) se determind utilizando el método descrito por (Mingfu
Wang et al., 2003).

La identificacion y cuantificacion del acido clorogénico se realizé utilizando un sistema analitico
HPLC Thermo-Finnigan Surveyor (Thermo Scientific, Francia) equipado con una bomba Waters
600E, un detector de matriz de fotodiodos Waters 2966 y un automuestreador Waters 717
plus controlado por software (Empower). Para ello, se inyectaron 10 pl de extracto en una
columna Atlantis dC18 (3 um; 3,9 x 150 mm) (Waters, Milford, EE. UU.).

Las fases moviles estaban formadas por HsPO./H.O 0.2% (v/v, disolvente A) y CHsCN
(disolvente B). El sistema de elucidn binario utilizado se describe en la Tabla 4. El caudal se fijo
a 1 mL/miny la temperatura a 25°C, la longitud de onda de deteccién por UV/vis a 330 nm.

Tabla 4. Condiciones de operacion. Determinacion de dcido clorogénico

Tiempo (min) 0 20 25
% Disolvente A 94 70 70
% Disolvente B 6 30 30

La identificacidon y cuantificacion del pico principal se realizé a través de un calibrado con
estandares externos. Los resultados se expresaron en mg AC/gss.

3.3.5. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

La microestructura de tallo de alcachofa se observé de acuerdo con la metodologia propuesta
por Minjares-Fuentes et al. (2014). Las muestras obtenidas posteriormente a haberles
realizado el proceso de extraccién se liofilizaron, se fijaron en el soporte con adhesivos de
carbdn, y seguidamente se observaron directamente en el microscopio electrénico de barrido
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(5-3400N, Hitachi, Japdn) a resolucién 5 um, voltaje de aceleracién de 10 kV, y presién de
trabajo de 40 Pa. Las imagenes se adquirieron a 50x de aumentos.

3.3.6. ANALISIS DE IMAGEN

Se observaron las paredes celulares del tallo de alcachofa antes (fresca) y después de
finalizado el proceso de extraccién bajo diferentes condiciones mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Se analizaron un minimo de siete imagenes de cada muestra.

Las fotografias del microscopio electrénico de barrido se analizaron mediante el uso de una
metodologia de procesamiento de imagen automatico, basada en el software Image J 2.0.0.
(Creative commons license). Las imagenes en escala de grises se convirtieron en imagenes
binarias (Figura 8) y se limpiaron con la funcién de filtro de despegado. Se analizan las células
mediante la funcién ‘analyze particles’, de esta forma el programa selecciona un area de
seccién transversal de la imagen de SEM para la determinacién de las mismas.

Figura 8. Conversion de las imagenes de SEM en imdgenes binarias mediante Image J

El perfil percentil de las dreas celulares y el nimero de células por unidad de superficie de
tejido de cada muestra se calculd utilizando la funcién "prctile" del software Matlab 2017b
(Mathworks Inc., EE. UU.).

3.3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados experimentales se presentaron como la media  desviacién estandar de
las n mediciones realizadas. El estudio de la variabilidad de las muestras respecto a los
diferentes pardmetros analizados se llevé a cabo con ayuda del paquete estadistico R (version
2.14.2, R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).

Se evalud la normalidad y homocedasticidad de los datos para todas las variables en estudio,
utilizando el test de Shapiro-Wilk y el test de Levene, respectivamente. Cuando la poblacion
siguidé una distribuciéon normal y presentéd homogeneidad de varianzas, se utilizaron los tests
paramétricos ANOVA y Tukey para evaluar, respectivamente, la existencia y grado de
diferencias significativas. Dichos analisis estadisticos fueron substituidos por los
correspondientes tests no paramétricos, Kruskal-Wallis y pairwise-Wilcox (con correccién BH),
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cuando la poblacidn no seguia una distribucién normal y/o presentaba heterogeneidad de
varianzas. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0.05.

3.4. DISENO EXPERIMENTAL

3.4.1. CARACTERIZACION

Con el fin de poder evaluar que parte de la materia prima presenta un mayor contenido en
biocompuestos, se realizd la caracterizaciéon en biocompuestos de cada una de ellas. Para ello,
a partir de la materia fresca, se determind la humedad, se liofilizo y sobre la muestra liofilizada
se determiné el contenido total de polifenoles y el contenido de acido clorogénico.

,{ Humedad , e ——
T Contenido en

- polifenoles

\ —
SN Contenido en
acido
clorogénico
\ /

Figura 9. Procedimiento experimental empleado para la caracterizacion del contenido en polifenoles y dcido
clorogénico de las fracciones de la alcachofa

3.4.2. DETERMINACION DE LAS CINETICAS DE EXTRACCION

Se realizaron dos series de experimentos con el objetivo de obtener las cinéticas de extraccidn,
en diferentes condiciones de temperatura (25, 40 y 60°C). La primera serie consistid en
experiencias de extraccién de biocompuestos (acido clorogénico y polifenoles) mediante
agitacion mecanica (control) y la segunda serie consistid en la extraccion mediante energia
acustica.

Se analizé el contenido en polifenoles totales y el contenido en acido clorogénico, con la
finalidad de conocer el rendimiento del proceso de extraccidn en las diferentes condiciones.
Estas determinaciones se llevaron a cabo en todos los extractos obtenidos desde 4 a 35 min de
operacion. Al finalizar la extraccidn, se observé la microestructura mediante SEM de la matriz
solida obtenido, y posteriormente se llevé a cabo un analisis de las imagenes obtenidas. En la
Figura 10 se muestra un esquema del disefio experimental seguido en este trabajo final de
master.
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Alcachofa | Tallo de alcachofa
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Figura 10. Disefio experimental. Estudio del efecto de temperatura sobre el proceso de extraccion acustica de
compuestos bioactivos del tallo de alcachofa

Se utilizaron [dminas de tallo de alcachofa que fueron sometidas a experimentos asistidos
acusticamente (US) haciendo uso del equipo de extraccidon detallado en el apartado 3.2.2.
Como experimentos de control, las muestras fueron sometidas a procesos de extraccion
mediante agitacién mecanica (apartado 3.2.1). En todos los casos se ha utilizado una relacion
de sélido/disolvente de 40/200 (w/v, g/ml). Como disolvente de extraccion se utilizd una
disolucién de etanol-agua al 20% y la temperatura se fijé, segln el experimento, a 25, 40, 60°C.

Los tiempos de extraccion fueron de 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30 y 35 min. Pasado el tiempo
correspondiente, se extrajeron 2 mL de extracto mediante una jeringa, se filtraron con un filtro
de Politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.45 um y se conservaron a 4°C con el fin de determinar
posteriormente el dcido clorogénico y el contenido en polifenoles.

La nomenclatura seguida en los experimentos de extraccién se puede observar en la Tabla 5.

Tabla 5. Nomenclatura utilizada para los diferentes tratamientos realizados

Temperatura Tratamiento Nomenclatura
Agitacidon mecanica 100 rpm AG25
25°C
Ultrasonidos 54.5W USs25
Agitacidon mecanica 100 rpm AG40
40°C
Ultrasonidos 54.5W us40
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Agitacidon mecanica 100 rpm AG60
60°C
Ultrasonidos 54.5W useo

3.5. MODELIZACION

Para la modelizacién de las cinéticas de extraccion del contenido en compuestos fendlicos
totales y de 4cido clorogénico se utilizé el modelo de Weibull (Ecuacidn 1):

t\F Ecuacion 1
C—C.y _ e[“(&) ] — e[_(kt)ﬁ] Had
CO - Ceq

donde a, Ceq Yy B son los parametros del modelo. En general, el pardmetro a y su inversa, k, se
interpretan como constantes de reaccion cinética, dependientes de la temperatura de acuerdo
con la ecuacion de Arrhenius:

—Ea Ecuacion 2
k = ko . e( RT)
Los valores iniciales de cada parametro se obtuvieron aplicando la herramienta de

identificacion paramétrica SOLVER (método GRG2) incluida en la hoja de célculo de Microsoft

Excel 2010 al conjunto de datos obtenidos en cada cinética de extraccion.

Se utilizo el error relativo medio (ERM) como funcién objetivo a minimizar. El error relativo

medio (ERM) se calcula segun la ecuacion 4:

Yexpi - Ycalci .
ERM = Ecuacion 4
N e Yexpi

siendo:

Yexp: Valores obtenidos experimentalmente (kg/kg ss)

Yeaic: valores correspondientes a la estimacion (kg/kg ss)

N: el numero total de puntos

Una vez obtenidos los valores iniciales, la identificacion de los parametros del modelo de

Weibull se llevé a cabo utilizando la herramienta de optimizacién de Matlab 7.5 (The
MathWorks Inc., Natick, EE. UU.) utilizando la funcidn 'nlinfit'.
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El error relativo medio se ha utilizado en la bibliografia para evaluar la calidad del ajuste para
diversos modelos matematicos (Gonzalez-Centeno et al., 2015).

Para realizar una evaluacidn exhaustiva y objetiva de la bondad de los modelos se utilizan
como criterios estadisticos el error relativo medio y el porcentaje de varianza. Estd
generalmente aceptado que los valores de ERM por debajo de la del 10% proporciona un buen
ajuste (Mousa et al., 2014)

El porcentaje de varianza explicada por el modelo, se determina por comparacion entre los
resultados experimentales y aquellos proporcionados por el modelo, de acuerdo con la
ecuacion 5 (Vicente et al., 2012).

Syx .
%var = |1 ———|-100 Ecuacion 5
Sy
Donde:
Syx: desviacion estandar de la muestra

S,: desviacidn estandar de la correspondiente estimacion

Los valores de las desviaciones se obtienen a partir de:

_ Z(Ycalc - Yexp)2

S Ecuacién 6
yx N,—-2
Y (Yeate = Verp)
S, = cale exp Ecuacién 7
y N,—2

Siendo:
Yexp: vValores obtenidos experimentalmente (kg/kg ss)

Yeaie: valores correspondientes a la estimacion (kg/kg ss)

Vexp : media de los valores experimentales (kg/kg ss)

Ne: nimero de puntos que se comparan
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objeto de intensificar el proceso de extraccion mediante la aplicacion de ultrasonidos de
potencia y evaluar el efecto de la temperatura, se estudid la cinética del proceso de extracciéon
de biocompuestos de alcachofa utilizando el modelo de Weibull para llevar a cabo la
simulacién matematica.

A continuacion, se presentan y discuten los resultados experimentales obtenidos en el
presente trabajo final de master.

En esta seccidén se presentan, en primer lugar, los resultados obtenidos relativos al estudio
calorimétrico realizado para determinar la potencia acuUstica aplicada al sistema,
posteriormente los resultados obtenidos en la caracterizacidn fisico-quimica de las diferentes
fracciones de la alcachofa y seguidamente se presentan las cinéticas de extraccidn, analizando
los efectos de la temperatura y de la aplicaciéon de ultrasonidos. Finalmente se detalla la
composicion de los extractos obtenidos y la microestructura de la matriz sélida.

4.1. POTENCIA ACUSTICA APLICADA. CARACTERIZACION DE LA SONDA DE
ULTRASONIDOS.

La potencia acustica generada por la sonda de ultrasonidos se determiné mediante técnicas
calorimétricas (apartado 3.2.2). En la Tabla 6 se detalla la densidad acustica obtenida.

Tabla 6. Densidad acustica aplicada al sistema de extraccion

Sonda (diametro mm) Densidad acustica (W/L)

22 2731£35

42.  CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION DE BIOCOMPUESTOS DE LAS
FRACCIONES DE LA ALCACHOFA

La humedad de las diferentes fracciones fue de 82.6+2.4, 87.1+1.4, 84.5+1.8 g agua/ gss para
el corazon, el tallo y las bracteas respectivamente.

Se puede observar como los valores obtenidos correspondientes a las diferentes fracciones, no
difieren significativamente, obteniendo valores del mismo orden. Ademas, dichos valores son
similares a la bibliografia (Zuorro, 2014), el cual obtuvo un valor promedio de 83.4+1.9 g agua/
gss.
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Se ha llevado a cabo la caracterizacion de cada una de las fracciones de la alcachofa, con el fin
de poder evaluar su contenido en biocompuestos. En la Tabla 7 se presentan los resultados
obtenidos relativos al contenido total en polifenoles y en acido clorogénico.

Tabla 7.- Caracteristicas fisico-quimicas de las diferentes fracciones de la alcachofa.

Corazodn Tallo Bracteas
Contenido total en
polifenoles (mg AcG/gss) 96.5+1.0 a 93.9+3.2 a 74.9+t4.4 b
Contenido total en dcido ), ;1 22.5+1.0 a 5.8+1.3 b

clorogénico (mg AC/gss)

* Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas p<0.05

En cuanto al contenido total en polifenoles, presentd valores significativamente (p<0.05)
superiores en el contenido del corazén y del tallo respecto al contenido de las bracteas. El
corazén presenta los mayores contenidos en este compuesto, reduciéndose su valor en un
22% vy un 3% en las bracteas y en el tallo respectivamente.

Los resultados obtenidos en este estudio difieren de los encontrados en la bibliografia, siendo
los experimentales mayores que los bibliograficos. El contenido en polifenoles totales
publicado para el corazén es de 88.9+2.3 mg AcG/gss (Rouphael et al., 2017), 48.9+9.9 mg
AcG/gss para las bracteas (Negro et al., 2012) y 56.5+0.5 mg AcG/gss para el tallo (Georgieva et
al., 2016).

Negro et al., (2012) estudiaron el efecto del genotipo en el contenido en polifenoles de la
alcachofa, observando variaciones de 15.7 a 66.7 mg AcG/gss utilizando el corazéon como
materia prima. Grassmann et al., (2007) estudiaron el efecto del tipo de cultivo en el contenido
en polifenoles de la zanahoria, observando una diferencia del 43% entre la cultivada de
manera convencional y la cultivada usando estiércol orgdnico de origen animal. Sgltoft et al.,
(2010) realizaron el estudio de la variacion del contenido en polifenoles de patatas segun la
afiada y la zona de cultivo, segun el afio en que se ha cultivado, se observé una diferencia de
un 24% y hasta un 90% segun la zona de cultivo.

Por lo tanto, los polifenoles son unos biocompuestos sensibles a diversos factores, tanto
naturales como humanos, que pueden justificar las diferencias entre los valores bibliograficos
y los experimentales obtenidos en el presente trabajo final de master.

El contenido en 4cido clorogénico presentd valores significativamente (p<0.05) superiores en
el contenido del corazén y del tallo respecto al contenido de las bracteas. El corazén presenta
los mayores contenidos en este compuesto, reduciéndose su valor en un 76% y un 7% en las
bracteas y en el tallo respectivamente.

Los resultados obtenidos difieren de los obtenidos por otros autores, siendo los valores
experimentales obtenidos en este trabajo mayores que los bibliograficos, en cambio, la
tendencia seguida es la misma, es decir, el que posee mayor contenido es el corazén y la
fraccion de menor contenido son las bracteas.
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El contenido en acido clorogénico publicado para la fraccidon correspondiente al corazén por
Lattanzio et al., (2009) es de 15.4 mg AC/gss, en el caso de las bracteas es de 6.9+0.9 mg
AC/gss ( Saleh et al., 2016), y en el tallo de 8.86+£0.04 mg AC/gss. ( Maietta et al., 2017).

Fritsche et al., (2002) estudiaron la extraccion de los compuestos minoritarios de las hojas de
la alcachofa, observando una diferencia de 0.79 a 18.34 mg AC/g de extracto segun el pais de
procedencia de la alcachofa.

Por lo tanto, el acido clorogénico es un biocompuesto sensible a diversos factores, tanto
naturales como humanos, que pueden justificar las diferencias entre los valores bibliograficos
y los experimentales obtenidos en el presente trabajo final de master.

4.2.1. CINETICAS DE EXTRACCION

Se ha llevado a cabo el seguimiento de las curvas de extraccidn de polifenoles y 4acido
clorogénico del tallo de la alcachofa. El proceso se ha llevado a cabo a una temperatura de
2541, 4042 y 60+4°C mediante el uso de ultrasonidos para intensificar el proceso. Asimismo, se
han realizado experimentos de control a las mismas temperaturas utilizando agitacion
mecanica.

CONTENIDO EN POLIFENOLES TOTALES

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 11. En ella puede observarse como la
influencia de la temperatura sobre el rendimiento de extraccidon es importante tanto en los
experimentos asistidos acusticamente(US) como en los realizados con agitacién mecanica
(AG).
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Figura 11.Cinética de extraccion de polifenoles totales del tallo de la alcachofa. Experimentos con asistencia acustica
(US) y con agitacion mecdnica (AG). T =25, 40 y 60°C.
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En la Figura 11 se observé la existencia de un evidente efecto de la temperatura de extraccion
sobre las cinéticas de extraccién de polifenoles, obteniéndose rendimientos mas elevados a
medida que la temperatura aumenta, tanto en los experimentos realizados con agitacion
mecanica (control) como en los experimentos realizados con ultrasonidos.

A manera de ejemplo, para un tiempo de extraccion de 1500 s, a 25°C, mediante los
experimentos de control, se extrajo 6.58 mg AcG/gss, a 40°C un 302% mas y a 60°C un 487%. El
valor maximo extraido fue de 8.3 mg AcG/gss a 25°C, 25.4 mg AcG/gss a 40°C y 36.2 mg
AcG/gss a 60°C. Estos valores suponen el 9%, 27% y 39%, respectivamente, del contenido en
polifenoles inicial del tallo.

En el caso del uso de energia acustica, para un tiempo de extraccion de 1500 s, se extrajo 14.9
mg AcG/gss, a 40°C un 145% mas y a 60°C un 225%. El valor maximo extraido fue de
19.2 mg AcG/gss a 25°C, 26.0 mg AcG/gss a 40°C y 39.6 mg AcG/gss a 60°C. Estos valores
suponen el 20%, 28% y 42%, respectivamente, del contenido en polifenoles inicial del tallo.

En diversos estudios donde se llevd a cabo la extraccion de polifenoles por métodos
convencionales, se observé un efecto de la temperatura que coincide con el observado en este
trabajo. Spigno (2006) realizd la extraccidon con etanol absoluto, de los polifenoles de orujo de
uva mediante agitacién a 45 y 60°C, pudiendo observar un aumento en el rendimiento de
extraccion al trabajar a 60°C, del 34%. Este incremento es similar al observado en el presente
trabajo de final de master, (28% al aumentar la temperatura de 40 a 60°C).

Bucic” et al., (2006) realizé la extraccidén mediante agitacion de los polifenoles de semillas de
uva, con etanol 50% y a 25, 50 y 80°C. Estos autores observaron un incremento del 33% al
aumentar la temperatura de 25°C a 80°C.

Si se comparan los resultados de los experimentos acusticos con los experimentos control a
igualdad de temperatura, se puede observar que a 40 y 60°C no se aprecia efecto de las ondas
ultrasonicas; es decir los ultrasonidos ejercen Unicamente un efecto de agitacion del medio
similar al obtenido mediante agitacidn mecdnica.

Khan et al., (2010), extrajeron polifenoles de piel de naranja mediante la aplicacion de
ultrasonidos de potencia (150W). Utilizaron etanol 80% y 40°C, y un experimento de control
mediante agitacion mecanica. Estos autores concluyeron que la aplicacidon de energia acustica
daba lugar a mayores rendimientos, ya que se extraia un 31% mas que mediante agitacion
mecanica. En el caso del presente trabajo, la extraccién de polifenoles del tallo de alcachofa a
40°C y a 60°C no presentd diferencias significativas entre la extraccién realizada con agitacién
mecanica y acustica.

Gonzélez-Centeno et al., (2015), extrajeron polifenoles de orujo de uva mediante la aplicacion
de ultrasonidos de 55kHz de potencia, en agua y a 20°C, 35°C y 50°C. Estos autores observaron
un aumento en el rendimiento de extraccidn a temperaturas de 50°C respecto a 20°C del
149%. En el presente trabajo se pudo observar una tendencia similar (225% la incrementar la
temperatura de 25 a 60°C).
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En la Figura 11 se observo el incremento del rendimiento de la extraccidn con la aplicacion de
energia acustica frente a la agitacion mecanica, ya que a 25°C aumenta un 212%, a 40°C
aumenta un 102% y a 60°C aumenta un 109%. Como se ha comentado en el apartado 1.2.2, la
cavitacion se ve favorecida a temperaturas mas bajas, lo que puede explicar que el mayor
incremento se haya dado a 25°C (Vardanega et al., 2014)

Kong et al., (2015) realizaron la extraccion de polisacaridos de la piel de la guayaba mediante
extraccidn acustica (240W), utilizando agua como solvente y en un rango de temperaturas de
20 a 60°C. Se observd que el rendimiento de la extraccion aumentdé a medida que la
temperatura aumentaba de 20°C a 40°C; sin embargo, cuando la temperatura excedio los 40°C,
el rendimiento de polisacarido exhibié una disminucién lineal. Similares resultados obtuvieron
Ma et al., (2008) en la extraccion de hesperidina de la piel de la mandarina mediante
extraccién acustica (30W), utilizando metanol como solvente observaron que el rendimiento
aumentd a medida que la temperatura aumentaba de 30°C a 40°C; sin embargo, cuando la
temperatura superd los 40°C, el rendimiento disminuyd.

De acuerdo con la literatura, Cho et al., (2006) observé que sélo 1 minuto de extraccion
acustica de 47 kHz de potencia, con etanol 80% y a temperatura ambiente condujo a la
recuperacion de las mismas cantidades de resveratrol de tallos de uva que 30 minutos de
extraccién convencional (con agitacién mecanica, sin condiciones especificadas) a 60°C.

Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo final de master con estudios anteriores
realizados sobre la extraccion de polifenoles por métodos convencionales, a partir de
subproductos de alcachofa, se observé que el valor maximo obtenido por Georgieva (2016) fue
de 41 mg AcG/gss (agitacion a 160 rpm, con etanol 20% y a 70°C).

ACIDO CLOROGENICO

Los resultados obtenidos en los experimentos de extraccion de acido clorogénico se muestran
en la Figura 12; en la misma puede observarse como, en el intervalo de temperaturas
estudiado, la influencia de la temperatura sobre el rendimiento de extraccion fue importante.
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Figura 12. Cinéticas de extraccion del dcido clorogénico en el tallo de la alcachofa
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En la Figura 12 se presentan las cinéticas de extraccion de acido clorogénico, obteniéndose
rendimientos mas elevados a medida que la temperatura aumenta, tanto en los experimentos
de control como en los realizados con asistencia acustica.

A modo de ejemplo para los experimentos control, para un tiempo de extraccidon de 1500 s, a
25°C se extrajo 0.12 mg AC/g ss, a 40°C un 2688% mas y a 60°C un 6777%. El valor maximo
extraido fue de 0.15 mg AC/gss a 25°C, 4.6 mg AC/gss a 40°C y 10.8 mg AC/gss a 60°C. Estos
valores suponen el 0.6%, 20% y 48%, respectivamente, del contenido en de acido clorogénico
inicial del tallo.

En el caso de los experimentos acusticos, para un tiempo de extraccidon de 1500 s, se extrajo
1.5 mg AC/gss, a 40°C un 300% mas y a 60°C un 629%. El valor maximo extraido fue de 1.5 mg
AC/gss a 25°C, 5.8 mg AC/gss a 40°C y 11.2 mg AC/gss a 60°C. Estos valores suponen el 7%,
26% y 49%, respectivamente, del contenido de acido clorogénico inicial del tallo.

En diversos estudios donde se estudid la extraccién de acido clorogénico por métodos
convencionales, se observé un efecto de la temperatura que coincide con el observado en este
trabajo. Zhang et al., (2008) en su estudio sobre la extraccidon de acido clorogénico de flores
secas de madreselva (Lonicera japonica), mediante bafo de agua caliente con agitacion y
utilizando etanol como solvente, a 40, 60°C y 80°C, observaron un aumento en el rendimiento
de extraccidon de un 106% a 60°C, aunque no se apreciaron diferencias significativas con la
realizada a 80°C debido a la posible degradacion del compuesto.

Dibert et al., (1989) realizé la extraccién de acido clorogénico de granos de café verde, con
metanol al 70% y mediante agitacion, a 30, 40 y 50°C, observando un aumento en el
rendimiento de extraccion a 50°C, respecto al experimento a 30°C del 110%. En el caso del
tallo de alcachofa, se observé un aumento del 7267% al incrementarse la temperatura de 25 a
60°C.

Por otro lado, cabe destacar que, a igualdad de temperatura, los rendimientos obtenidos en
los experimentos asistidos acusticamente fueron superiores a los obtenidos mediante
agitacion. Li et al., (2004) que estudiaron la extraccidon de acido clorogénico de las hojas de
Eucommia ulmodies con metanol en un bafio de ultrasonidos durante 30 min, concluyeron que
la aplicacion de energia acustica incrementaba el rendimiento un 15%. Liu et al., (2010)
estudiaron la extraccion de acido clorogénico de las hojas de Folium eucommiae mediante
agua y un bafio de ultrasonidos, y llegaron a la conclusién de que a medida que aumentaba la
temperatura con la aplicacion de ultrasonidos, se observaba un aumento en el rendimiento de
la extraccién, ya que a 50°C se produjo un aumento de 235% frente a 20°C. En el estudio
realizado para el trabajo de fin de master, se observéd un aumento del 733% de 25 a 60°C
mediante la aplicacién de energia acustica.

En la Figura 12 se puede observar el incremento del rendimiento de la extraccion con la
aplicacion de energia acustica frente a la aplicacion de energia mecanica, ya que a 25°C
aumenta un 833%, a 40°C aumenta un 127% y a 60°C aumenta un 101%. Por lo tanto, el mayor
incremento también se observa a la menor temperatura, 25°C.

35



Resultados y Discusidn

4.2.2. MODELIZACION DE LAS CINETICAS DE EXTRACCION

Con el fin de describir matematicamente la transferencia de materia que tiene lugar durante el
proceso de extraccion se utilizé el modelo de Weibull. A partir de la Ecuacion 1 y mediante los
datos experimentales de rendimiento obtenidos a través de las experiencias realizadas a 25, 40
y 60°C, tanto con agitacidn mecanica como con aplicacién de ultrasonidos, se identificaron, los
parametros a, B y Ceq del modelo, considerando concentracion cero para tiempo inicial. En la
Tabla 8 se pueden observar los valores obtenidos para cada parametro.

Tabla 8. Paradmetros del modelo de Weibull, obtenidos con Excel

POLIFENOLES ACIDO CLOROGENICO
Temperatura Temperatura
Tratamiento Variable 25°C 40°C 60°C 25°C 40°C 60°C
a (s) 8813.9 4473.1 1001.2 77369  4500.0 2656.1
AG B 0.80 0.99 0.75 0.88 0.99 0.99
Ceq (Mg /gss)  29.2 67.9 45.1 0.6 9.9 20.1
a(s) 3671.5 22939 1208.6  7053.1 34224 1150.0
us B 0.98 1.00 0.78 0.78 1.00 0.90
Ceq (Mg /gss) 39.87 4231  47.11 3.85 13.00 = 13.90

Una vez que se identificaron los tres parametros para cada experimento, se confirmé que a
seguia una relacién de tipo Arrhenius (Ecuacion 2) con la temperatura de extraccion. También
se observd que, tanto en experimentos convencionales como acusticos, el rendimiento de
extraccion en el equilibrio (Ceq) vario linealmente con la temperatura de operacién. Para
ilustrar este efecto, la ecuacién propuesta fue la siguiente, considerando Ceo ¥y Ce1 cOMoO
constantes:

Cog =Ceo+Cor - T Ecuacion 9

De esta manera, a partir de los resultados experimentales obtenidos a las diferentes
temperaturas, se identificaron simultdneamente 5 parametros (ko, Es, 3, Ceo Y Ce1) utilizando
las funciones de Matlab descritas anteriormente. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 9, junto con los intervalos de confianza correspondientes y el error estandar asociado
con cada pardametro estimado.
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Tabla 9. Los paradmetros identificados del modelo Weibull.

ACIDO
POLIFENOLES CLOROGENICO

Tratamiento Variable Valor Valor
ko (s) 1.0E12 264.7

Ea (kJ/mol) 95.9 33.8

AG Ceo (Mg/gss) 11.6 -27.3
B 0.502 0.939

Ce1 (Mmg/gss) 0.11 0.21
ko (s) 19.79 0.0068

Ea (kJ/mol) 27.9 4.2

us Ceo (Mg/gss) -23.90 -70.89
B 1.003 1.706

Ce1 (mg/gss) 0.194 0.242

En los experimentos de extraccidon convencional, los valores de a variaron, para temperaturas
entre 25 y 60°C, de 8813.9 a 1001.2 s para la extracciéon de compuestos fendlicos totales; y de
7736.9 a 2656.1 s para el acido clorogénico. Por otro lado, en las extracciones asistidas por
ultrasonidos, los valores variaron entre 3671.45 y 1208.60 s para el contenido de compuestos
fendlicos totales y 7053.0 a 1150.0 s para el contenido en acido clorogénico.

El parametro a disminuyé con el aumento de la temperatura de operacién
independientemente del tipo de extraccion y el atributo de calidad considerado, como se
observé previamente en la modelizacién, utilizando el modelo Weibull, del proceso de
extraccién de saponinas de semillas de quinoa (extraccidn acuosa y agitacion a 20, 30, 40,50y
60°C) por Quispe-Fuentes et al., (2013) y B-caroteno de rosa mosqueta por Sturzoiu et al.,
(2011); mediante extraccidn con éter de petrdleo y agitacién a 25, 35, 45 y 55°C.

Este comportamiento del pardmetro a puede justificarse en base a que estd relacionado con la
inversa de la constante de velocidad de extraccion, que es directamente proporcional a la
temperatura. De acuerdo con los resultados experimentales, tanto los experimentos de
extraccién realizados con agitacién como con aplicacién con energia acustica presentaron
velocidades de extraccidn superiores. Este incremento en la velocidad de extraccién con la
temperatura esta de acuerdo con los articulos de Buci¢-Koji¢ et al., (2006) para la extraccién
fendlica convencional de semillas de uva dentro de un rango de temperatura de 20 a 80°C y
Gonzalez-Centeno et al., (2015) para la extraccion de polifenoles en orujo de uva entre 25y
50°C. Sin embargo, es importante sefalar que la temperatura solo tiene un efecto positivo
cuando no es demasiado elevada (inferior a 60°C (Spigno & De Faveri, 2007)), ya que la
mayoria de los compuestos bioactivos son susceptibles de degradacion a temperaturas mas
altas, lo que reduce el rendimiento de extraccion.

El pardametro a puede ser considerado como una constante cinética dependiente de la
temperatura segln la ecuacién de Arrhenius (Ecuacién 2). De esta manera, se permite la
estimacion de la energia de activacion (E.) para los procesos de extraccion, que puede
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describirse como la barrera de energia que los compuestos bioactivos deben alcanzar para
poder ser eliminados de la matriz sélida.

La E, estimada para el proceso de extraccion mediante agitacidon y asistencia acustica de
polifenoles fue de 95.9 y 27.9 kJ/mol, respectivamente y de 33.8 kJ/mol y 4.25 kJ/mol para el
contenido en acido clorogénico, respectivamente. La aplicacién de ultrasonidos redujo
significativamente la E, del proceso de extraccidon de los compuestos fendlicos totales y de la
extraccidn de acido clorogénico.

De acuerdo con la bibliografia, si la velocidad viene controlada por una reaccidon de
solubilizacion, la E, es superior a 40 kl/mol, si la velocidad es controlada por un proceso de
difusion, la E, es inferior a 20 kJ/mol, y si el valor de E, se encuentra entre 40 kJ/mol y
20 kJ/mol se espera un régimen de transferencia mixto (Wang et al., 2002). Segin esta
clasificacion, los valores de E, estimados sugieren que la extracciéon de polifenoles mediante
agitacion mecdnica se ve controlada por una reaccién de solubilizacién; la misma extraccidn,
pero realizada mediante extraccién acustica se ve controlada tanto por un proceso de
solubilizacidon, como por difusién; y finalmente la extracciéon de acido clorogénico, mediante
agitacion y ultrasonidos, es controlada por un proceso de difusion.

Los valores del parametro E, pueden depender de diferentes factores relacionados con el
proceso de extraccion, como la estructura de la matriz sélida, los biocompuestos de interés, el
pretratamiento realizado sobre la muestra y el disolvente utilizado, entre otros (Sant’Anna et
al., 2012).

Los valores experimentales obtenidos son similares a los descritos en la bibliografia; Cacace y
Mazza (2003) propusieron valores de energia de activacion de 97.1 kJ/mol para la extraccién
de polifenoles en bayas mediante agitaciéon a 40°C. Khan et al., (2010) obtuvieron un valor de
energia de activacion de 6.34 kl/mol para la extraccion de polifenoles de la piel de naranja
mediante (W) y de 34.21 kJ/mol para la extraccion mediante agitacion, pudiéndose observar
una disminucidn de la misma cuando se realiza la extraccion mediante ultrasonidos.

El parametro B presentd un valor diferente segln el proceso y el compuesto de interés, pero
resultd ser independiente de la temperatura de extraccidn. En el caso del proceso de
extraccién de polifenoles mediante agitacion (control), B presentd un valor de 0.502, es decir,
la velocidad de extraccién disminuyd con el tiempo. En cambio, para la extraccién de
polifenoles mediante extraccién acustica, f presenta un valor de aproximadamente 1, lo que
significa que la cinética es de primer orden, es decir que la velocidad de extraccidon es
constante. Para el proceso de extraccion de acido clorogénico se observa un comportamiento
similar, ya que para la extraccion mecdnica se obtiene un valor de 0.939 y de 1.706 para la
extraccidn acustica; que este valor sea superior a la unidad significa que la velocidad de
extraccién aumenta progresivamente con el tiempo.

Como se ha podido observar, el valor de B aumentd al incrementarse la potencia acustica, por
lo que se puede deducir que con la aplicacién de energia acustica se obtienen cinéticas de
extraccién mas rapidas.
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Haciendo uso de los parametros identificados mediante el modelo de Weibull, se simularon las
curvas de extraccion. En las Figuras 13, 14, 15 y 16 se puede observar una representacion
grafica de los valores de rendimiento calculados (puntos) y experimentales (linea sdlida) con su
respectiva desviacién estandar, para las experiencias control y las realizadas con asistencia
acustica en la extraccion de polifenoles y de acido clorogénico. Puede observarse una buena
concordancia entre los valores experimentales y los estimados mediante el modelo propuesto,
excepto en la simulacién del proceso de extraccion de polifenoles con agitacidén a 402C.
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Figura 13. Simulacion de las cinéticas de extraccion de polifenoles. Experimentos realizados con agitacion mecdnica.
T=25,40y60°C.
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Figura 14. Simulacidn de las cinéticas de extraccion de polifenoles. Experimentos realizados con ultrasonidos. T = 25,
40y 60°C.
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Figura 15. Simulacion de las cinéticas de extraccion de dcido clorogénico. Experimentos realizados con agitacion
mecdnica. T =25, 40y 60°C.
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Figura 16. Simulacion de las cinéticas de extraccion de dcido clorogénico. Experimentos realizados con ultrasonidos.
T=25,40y 60°C.

A pesar de la variabilidad experimental, principalmente atribuible a la heterogeneidad de la

materia prima, se obtuvo una elevada correlacion entre ambos grupos de datos,
experimentales y calculados.

Con el objeto de evaluar estadisticamente la precision del modelo matematico propuesto v,
por tanto, su capacidad para representar los resultados experimentales y predecir variaciones
en el sistema, se estimaron el porcentaje de error relativo medio (ERM) (Ecuacion 5) y el
porcentaje de varianza explicada por el modelo (VAR) (Ecuacidn 6) para las diferentes
condiciones de extraccién. Cuanto menor es el ERM y mds cercano a 100 el porcentaje de VAR,

mejor es la bondad de la simulacién proporcionada por el modelo (Bas & Boyacli, 2007) (Tabla
10).
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Tabla 10. Error relativo medio (ERM) y varianza explicada (VAR) en la comparacion entre los valores experimentales

y simulados
POLIFENOLES ACIDO CLOROGENICO
ERM (%) Var (%) ERM (%) Var (%)
25°C 18 91 11 97.9
40°C 26 68 14 98.3
AG
60°C 11 94 5 99.3
Media 1818 84+14 104 98.5+0.7
25°C 4 99 21 94.9
40°C 16 96 13 96.6
us
60°C 6 98 10 96.1
Media 916 97+1 1545 95.9+0.9

Tal y como puede observarse en la Tabla 10, los valores de ERM fueron en su mayoria < 20% y
los porcentajes de VAR 2 94.6%. indicando la validez del modelo matematico propuesto.
Atendiendo a los valores medios de ambos parametros estadisticos, puede afirmarse que el
modelo propuesto permitié simular satisfactoriamente la transferencia de materia que tuvo
lugar durante el proceso de extraccidn, especialmente a la temperatura mas alta.

4.2.3. ANALISIS DE IMAGEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de los ultrasonidos de potencia sobre la microestructura
de la matriz sélida, se observaron las muestras por microscopia electrénica de barrido. Para
ello se realizaron micrografias a un aumento de 50x de las matrices sdélidas obtenidas en las
diferentes condiciones estudiadas (Figura 17).
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Figura 17. Microfotografias de las matrices sdlidas tras la extraccion: a-fresca, b-AG25°C, c-AG60°C, d-US25°C,
e-US60°C.

Como se puede observar en la Figura 17, la alcachofa fresca presenta una superficie lisa con
ligera presencia de grietas pequefas. Después de la aplicacidon de agitacién mecdnica y una
temperatura de 25°C aparecen grietas de mayor tamafio debido a la rotura de células
vegetales, pero se sigue observando parte de la superficie lisa. Un aumento en la temperatura
con el mismo proceso realiza el mismo efecto, pero en mayor grado ya que la fisura del tejido
vegetal ya es considerable.

En cambio, la aplicacidon de agitacién acustica tanto a 25°C como a 60°C produce una gran
rugosidad en la superficie de la muestra. También se puede observar la rotura de los tejidos,
que se incrementa con la temperatura. Las diferencias observadas en la microestructura de las
muestras tratadas con energia mecanica o acustica son considerables, ya que, en este ultimo
caso, la superficie es mas rugosa y las alteraciones de las paredes celulares son mayores.

42



Resultados y Discusidn

En el estudio realizado por Minjares-Fuentes et al., (2016) sobre imagenes del SEM antes y
después de la aplicacién de ultrasonidos a orujo de uva, observé la transformacién de la
superficie. Antes de la aplicacién de ultrasonidos, el orujo de uva poseia una superficie lisa, en
cambio, después del tratamiento, la superficie presentaba una rugosidad significativa.

La Figura 18 representa el perfil percentil (representacién del porcentaje de células cuya drea
es igual o menor al valor obtenido) para las imdgenes de la alcachofa fresca y para la misma
después de haberse realizado cada proceso en distintas condiciones.
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Figura 18. Perfiles percentiles del drea celular de muestras de alcachofa fresca y de las mismas después de haber
realizado los diferentes procesos.

En la Figura 18, se observan los diferentes perfiles percentiles para cada muestra.

Los perfiles percentiles de muestras fresca y las obtenidas después del proceso de agitacion a
25 y 40°C fueron coincidentes hasta aproximadamente alcanzar el valor percentil de 0.4. A
partir de ahi, se observan dos grupos de muestras, uno constituido por la muestra fresca, y el
segundo, por las muestras procesadas, lo que indica que los procesos de extraccidn a baja
temperatura causan cambios similares en la estructura celular. Desde un principio se puede
observar como las muestras tratadas con ultrasonidos y con agitacidn a alta temperatura, se
separan de las otras, lo cual nos indica que poseen menos células con dreas tan pequefias, es
decir que poseen mas células de mayor tamano, hecho que se puede observar mediante las
fotos obtenidas por SEM. Los percentiles de las muestras tratadas con ultrasonidos coinciden
en todo momento y se puede observar la diferencia con las muestras tratadas con agitacion
mecanica, las cuales presentan diferentes comportamientos.

En la muestra fresca, el porcentaje de area mas grande fue mas alto, por ejemplo, el 90% de
las &reas eran mas pequefias que 0.06 mm? en muestras frescas y después del tratamiento con
ultrasonidos o con agitacién eran menores de 0.045mm?.
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Este resultado puede ser debido a que la aplicacién de ultrasonidos produce el fendémeno de
cavitacion el cual crea unas burbujas que implosionan contra la superficie del tallo de
alcachofa. Dichas burbujas, pueden ser las responsables de las roturas de los tejidos, debido a
la fractura de las paredes celulares del lugar de impacto dando lugar a la unién de células y que
por lo tanto haya un mayor percentil con células de mayor tamafio.

La presencia de células de mayor tamafio y las grietas observadas en las imdgenes del SEM,
crean un aumento en el area superficial lo que produce que la velocidad de transferencia de
masa aumente sustancialmente y los compuestos puedan transferirse a mayor velocidad al
disolvente, como consecuencia de la fragmentaciéon celular. Este proceso mejora el
rendimiento de la extraccidon de biocompuestos.

44



Conclusiones

5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se evalud la intensificacién del proceso de extraccién de biocompuestos
(polifenoles y acido clorogénico) de subproductos de alcachofa (Cynara scolymus), por
aplicacion de energia acustica. A partir de los resultados obtenidos se han podido extraer las
siguientes conclusiones:

e La aplicacién de US de potencia, utilizando etanol 20% como medio de extraccién,
demostré ser eficaz en la ruptura de las paredes celulares de los subproductos de
alcachofa facilitando la extraccion de polifenoles y acido clorogénico.

e La temperatura afectd significativamente los rendimientos de extraccidén, de tal
manera que se obtuvieron rendimientos mas elevados a 60°C, tanto en los procesos
realizados con agitacién mecdnica como en los asistidos acusticamente.

e Los procesos de extraccion asistidos acusticamente permiten obtener rendimientos
mas altos y cinéticas de extraccidn mas rapidas.

e El incremento en los rendimientos de extraccidn, respecto al control, producido por la
aplicacion de la energia acustica, fueron significativamente mas altos a 25°C que a
60°C por lo que se puede concluir que el efecto de la asistencia acustica se ve
potenciado a temperaturas bajas.

e Mediante el modelo de Weibull fue posible simular satisfactoriamente las cinéticas de
extraccién. Los pardmetros identificados para dicho modelo indicaron que el
rendimiento maximo de extraccién aumentd con la aplicacidon de energia acustica vy el
pardmetro B aumentd significativamente con la aplicacidn de ultrasonidos.

e La aplicacién de ultrasonidos permite disminuir la energia de activacidn de los
procesos de extraccion de polifenoles y dcido clorogénico.

e Las matrices sdlidas obtenidas posteriormente a la aplicacién de energia acustica
presentaron una microestructura mas agrietada que aquellos obtenidos mediante
agitacién, consecuencia de que la aplicacion de ultrasonidos pudiera provocar cambios
estructurales en la matriz.

e La aplicacion de ultrasonidos provoca la rotura de las paredes celulares de los
subproductos de alcachofa, aumentando de esta manera la superficie y la velocidad de
transferencia de masa en la extraccidn

Por tanto, se puede concluir que en este trabajo se ha observado un importante efecto de la
aplicacion de energia acustica sobre las cinéticas de extraccion polifenoles y acido clorogénico,
permitiendo rendimientos significativamente mds altos. En cuanto a la temperatura, los
ultrasonidos intensificaron el proceso de extraccién, en mayor proporcion, a temperaturas
bajas.
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6. NOMENCLATURA

Simbolo
k
ko
Ea

a

ERM
VAR

AG25
AG40
AG60
uS25
us40
use0
AG25W
AG40W

AG60OW
us25w
us4ow
useow

Descripcion
Constante cinética [2]
Factor preexponencial [2]
Energia de activacion [2]
Parametro cinético del modelo de Weibull [1]
Parametro del modelo de Weibull [1]
Tiempo
Error relativo medio
Porcentaje de varianza explicada
Desviacion estandar (muestra)
Desviacion estandar (modelo)
Contenido en humedad inicial
Concentracion en el equilibrio del modelo de Weibull [X2]
Constante de la ecuacién 9
Constante de la ecuacién 9
Temperatura
Constante de los gases ideales
Acido gélico
Acido clorogénico
Cinética experimental. Agitacién mecanica a 25°C
Cinética experimental. Agitacion mecdnica a 40°C
Cinética experimental. Agitacion mecdnica a 60°C
Cinética experimental. Ultrasonidos de potencia a 25°C
Cinética experimental. Ultrasonidos de potencia a 40°C

Cinética experimental. Ultrasonidos de potencia a 60°C

Simulacién del experimento con agitacion mecanica a 25°C

Simulacidn del experimento con para agitacién mecdnica a

40°C

Simulacidn del experimento con agitacion mecanica a 60°C

Simulacidon del experimento con ultrasonidos a 25°C
Simulaciéon del experimento con ultrasonidos a 40°C

Simulacidon del experimento con ultrasonidos a 60°C

Unidades

%
%

mg/gss
mg/gss
mg/gss
mg/gss K

J/K mol
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