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Resumen

En la presente investigacion se llevé a cabo el estudio cinético de extraccién de componentes
bioactivos de residuos de alcachofa. La alcachofa blanca de Tudela (Cyanara scolymus L.) es
considerada una fuente importante de antioxidantes y polifenoles. Algunos autores mencionan
que los residuos generados por esta hortaliza se han utilizado para la extraccion de componentes
bioactivos como flavonoides (Llorach et al., 2002; Sanchez et al., 2003; Fratianni et al., 2007) y
compuestos fendlicos (Lattanzio et al., 2009; Ceccarelli et al., 2010). Los componentes bioactivos
presentan propiedades terapéuticas como antioxidante, reductor de colesterol, hepatoprotector,
excretor biliar, por algunas de mencionar (Shimoda et al., 2003; Mulinacci et al., 2004; Zhu et al.,
2004). La caracterizacién de metabolitos mostré la presencia abundante de fenoles y flavonoides,
mientras que un andlisis de infrarrojo FT-IR y UV-Vis reveld posibles enlaces atémicos (O-H, C-
OOH, C-H Y C=0) con transiciones electronicas del tipo (n-n*, n-n* y o-n*) caracteristicas de
sustancias polifendlicas. Para el estudio de la extraccibn de bracteas de alcachofa, se
implementd un sistema de extraccion de monitoreo en linea en tanque agitado acoplado a un
espectrofotébmetro de (UV-Vis) conformando un sistema embebido, donde se estudié el efecto
de factores de operacion como tamafio de particula, velocidad de agitacién, relacion solido-
liquido y temperatura de extraccion. De los factores evaluados los resultados mostraron que la
temperatura tuvo el mayor efecto en la extraccion de fenoles totales y actividad antioxidante. Los
rendimientos obtenidos para fenoles totales fueron de (45.5 + 0.06 mg GAE/qg) y de actividad
antioxidante (511.60 + 0.68 umol ET/g) por ABTS y (112.57 + 0.59 umol ET/g) por FRAP. Los
resultados de la espectrometria de masas identificaron algunas sustancias presuntivas en el
extracto de bracteas de alcachofa que han sido reportadas previamente (acido mono-
cafeoilquinico; apigenina y luteolina). Finalmente con el sistema implementado se obtuvo una
amplia adquisicion de datos experimentales permitiendo ajustar con el modelo de Simpson con
una (R?entre 0.9866-0.9992 y RMSE entre 291-62). Con el estudio cinético a temperaturas de
50, 60 y 70 °C se calculé los valores de las constantes de velocidad cinética, estos fueron para
k1,k2 y n de (1.0168, 0.0996 y 0.9209) respectivamente, mientras que los parametros
termodinamicos fueron la Ea con (2.19874E-05 kJ mol?), la AH resultado de la Ea demostré un
proceso exotérmico, mientras que los valores positivos de la AG indicaron que los procesos de
extraccion fueron endergonicos y no espontaneos, el proceso de extraccion que resulto mas
viable en cuanto al consumo de energia fue el de 60°C. Este estudio permitioé evaluar, modelar y
describir el proceso de extraccion sélido-liquido de componentes bioactivos de bracteas de

alcachofa.



Abstract

In the present investigation, the kinetic study of the extraction of bioactive components of
artichoke waste. The white artichoke of Tudela (Cyanara scolymus L.) is considered an important
source of antioxidants and polyphenols. Some authors mention that the waste generated by this
vegetable has been used for the extraction of bioactive components as flavonoids (Llorach et al.,
2002, Sanchez et al., 2003, Fratianni et al., 2007) and phenolic compounds (Ceccarelli et al.,
2010; Lattanzio et al., 2009). The bioactive components have therapeutic properties such as
antioxidant, colesterol reducing, hepatoprotective, biliary excretory, for some to mention
(Shimoda et al., 2003; Mulinacci et al., 2004; Zhu et al., 2004). The characterization of metabolites
showed the abundant presence of phenols and flavonoids, while an infrared analysis (FT-IR) and
(UV-Vis) revealed possible atomic bonds (OH, C-OOH, CH Y C=0) with electronic transitions of
the type (n-n*, n-n* y o-*) characteristics of polyphenolic substances. For the extraction study of
artichoke bracts, it was an online system implemented in agitated tank coupled to a
spectrophotometer (UV-Vis), in this embedded system it was studied the effect of the operating
factors as size particle, stirring rate, solid-liquid ratio and temperature in the extraction. Of the
factors evaluated, the results showed that the temperature had the greatest effect in the extraction
of total phenols and antioxidant activity. The yields obtained for total phenols were (45.5 + 0.06
mg GAE/g) and antioxidant activity (511.60 + 0.68 umol ET/g) for ABTS and (112.57 + 0.59 pumol
ET/g) for FRAP. The results of the mass spectrometry identified some presumptive substances
in the extract of artichoke bracts that have been previously reported (mono-caffeoylquinic acid,
apigenin and luteolin). Finally with the implemented system an extensive acquisition of
experimental data was obtained, allowing to adjust with the Simpson model with one (R? between
0.9866-0.9992 and RMSE between 291-62). With the kinetic study at temperatures of 50, 60 and
70 °C, it were calculated the kinetic speed constants, these were for k1,k2 and n of (1.0168,
0.0996 and 0.9209) respectively, while the thermodynamic parameters were the Ea with
(2.19874E-05 kJ mol-1), the AH result of the Ea demonstrated an exothermic process, while the
positive values of the AG indicated that the extraction processes were edergonic and not
spontaneous, the extraction process that was most viable result in terms of energy consumption
was 60°C. This study allowed to evaluate, model and describe the process of solid-liquid

extraction of bioactive components of artichoke bracts.
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Acrénimos
AA: Actividad antioxidante
ABTS: 2,2-Azinobis-3-Etilbenzotiazolin-6-Acido Sulfonico
DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo
ET: Equivalentes de trolox
FRAP: Ferric reducing antioxidant power
FT-IR: Infrarrojo-Transformada de Fourier.
MF: Microfiltracion
MS: Espectro de masas
S/R: Seial de ruido
SDT: Sdlidos disueltos totales
UV-Vis: Ultravioleta-Visible
Yaa: Rendimiento de actividad antioxidante
Yer: Rendimiento de fenoles totales
Ysor: Rendimientos de solidos disueltos totales
K1, K2 y n: Constantes de los modelos cinéticos
AH: Entalpia de activacion
AS: Entropia
AG: Energia libre de Gibbs.

Ea: Energia de activacion.
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INTRODUCCION

La alcachofa blanca de Tudela (Cyanara scolymus L.) proviene de la familia Asteraceae
(Lattanzio et al., 2009) y es considerada una fuente importante de antioxidantes y polifenoles; en
la industria de alimentos se utilizan principalmente los corazones en conserva pertenecientes a
la parte interna de la alcachofa (Wang., 2003), estos corazones representan alrededor del 30 al
40% de la alcachofa (Lattanzio., 2009) y el 60% restante es principalmente residuo agricola de
las cuales se generan 1200 toneladas al afio en México. Algunos autores mencionan que los
residuos se han utilizado para la extracciébn de componentes bioactivos como la apigenina y
luteolina ambos flavonoides (Llorach et al., 2002; Sanchez et al., 2003; Fratianni et al., 2007) y
compuestos fendlicos del tipo cafeico, cafeoilquinico, cumarico, ferulico, hidroxicindmico entre
otros (Lattanzio et al., 2009; Ceccarelli et al., 2010). Los componentes bioactivos presentan
propiedades terapéuticas como antioxidante, anticancerigeno, antigenotéxico, reductor de
colesterol, hepatoprotector, excretor biliar, diurético, antiinflamatorio, antifingico, anti VIH y
antibacteriano. (Shimoda et al., 2003; Mulinacci et al., 2004; Zhu et al., 2004). La principal
operacion para la obtencion de estos compuestos bioactivos es la extraccion, en consecuencia
muchos autores han estudiado la influencia de diferentes métodos y sus condiciones (Lapornik
et al., 2005; Bucic et al., 2007;Spigno et al., 2007). En el caso de la extraccién de componentes
bioactivos de alcachofa se puede emplear agua, un disolvente ecolégico y econdémico. Cabe
mencionar que en esta operacién un pretratamiento en el material vegetal aumenta el
rendimiento de extraccion (reduccién del tamafio de particula, remojo, tratamiento térmico, entre
otros). Hasta la fecha no hay reportes de estudios cinéticos de extraccién en residuos de
alcachofa que en su mayoria son bracteas.

En este estudio se caracteriz6 un extracto de alcachofa y se determin6 la presencia de
metabolitos secundarios en mayor abundancia fenoles y flavonoides, con el analisis de infrarrojo
(FT-IR) y Ultravioleta-Visible (UV-Vis) se revel6 los tipos de enlaces atdmicos (O-H, C-OOH, C-
HY C=0)y las transiciones electronicas del tipo (n-r*, n-r * y 6-7 *) que determinaron los posibles
grupos funcionales caracteristicos de sustancias polifenélicas.

Para el estudio de la extraccion se implemento6 un sistema embebido de monitoreo en linea para
la deteccién de las sustancias empleando un tanque agitado de acero inoxidable acoplado a un
espectrofotdbmetro de ultravioleta-visible (UV-Vis), y se monitoreo manera continua a cuatro
longitudes de onda. Este sistema embebido permitié estudiar el efecto de los factores de
operacion (tamafio de particula, velocidad de agitacion, relacion sélido-liquido y la temperatura),
también determinoé el tiempo de extraccion en 34.16 min. A través del disefio de matriz ortogonal
de Taguchi se hallaron los efectos principales que afectaron el rendimiento de fenoles totales,
actividad antioxidante y se establecieron las condiciones de operacion (velocidad de agitacion a
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500 rpm, temperatura a 60 °C, tamafio de particula 2 mm y relacion sélido-liquido 1:35). Se
obtuvo un rendimiento de fenoles totales de (45.5 + 0.06 mg GAE/Q) y rendimientos de actividad
antioxidante de ( 511.60 + 0.68 umol ET/g) por la técnica ABTS y de (112.57 + 0.59 umol ET/qg)
por la técnica FRAP cuatro veces mayores a lo reportado por (Martinez., 2016). Con el andlisis
de espectrometria de masas se identificaron algunas sustancias presuntivas del extracto de
bracteas de alcachofa que ya han sido reportadas previamente (dcido mono-cafeoilquinico y
acido neoclorogénico) pertenecientes a los acidos hidroxicindmicos, (apigenina y luteolina)
pertenecientes a un tipo de flavona. Finalmente los datos experimentales ajustaron en el modelo
de Simpson con una (R? entre 0.9866-0.9992) y una (RMSE entre 291-62), posteriormente se
realizé un estudio cinético a temperaturas de 50, 60 y 70° C y se calcularon los valores de las
constantes de velocidad cinética (k1,k2yn), estos fueron (1.0168, 0.0996 y 0.9209)
respectivamente, los parametros termodinamicos fueron la Energia de activacion (Ea), entalpia
(AH), entropia (AS) y Energia libre de Gibbs (AG), donde la Ea resulté de (2.19874E-05 kJ mol-
1), la AH obtenida demostré que fue un proceso exotérmico, mientras que la AG junto con la AS
indicaron que los procesos de extraccion fueron endergonicos y no espontaneos, asi mismo la
extraccion que resulto mas viable en cuanto al consumo de energia fue a 60°C.

Este estudio permitid6 evaluar, modelar y describir el proceso de extraccion solido-liquido de
componentes bioactivos de bracteas de alcachofa, dando un valor agregado a estos residuos y

haciendo mas rentable el proceso de extraccion.



HIPOTESIS

El desarrollo de un modelo cinético de extraccion de polifenoles de residuos de alcachofa en un

equipo con muestred en linea, permitird encontrar los factores operativos del proceso de

extraccion de componentes bioactivos para evaluar, modelar y describir el proceso de extraccion

sélido-liquido en bréacteas de alcachofa.

OBJETIVOS

Objetivo general

Extraer y caracterizar los componentes bioactivos de residuos de alcachofa.

Objetivos especificos

Implementar un sistema embebido en tanque agitado para la extraccion solido-liquido de
bracteas de alcachofa.

Evaluar el efecto de la temperatura, relacion sélido/liquido, tamafio de particula y
velocidad de agitacion en el rendimiento de extraccion de fenoles totales y actividad
antioxidante de bracteas de alcachofa.

Modelar los datos experimentales obtenidos del monitoreo en linea de la cinética de
extraccion de bracteas de alcachofa.

Obtener e interpretar los parametros termodinamicos del proceso de extraccion de

bracteas de alcachofa.



IV.  JUSTIFICACION

Una de las fuentes mas ricas en antioxidantes y polifenoles es la alcachofa (Cynara scolymus L.)
(Wang., 2003) gracias sus componentes bhioactivos, los cuales a su vez presentan propiedades
benéficas a la salud humana como antioxidante, anticancerigeno, reductor de colesterol,
hepatoprotector, excretor biliar, diurético, antiinflamatorio, antifangico, anti VIH y antibacteriano.
(Shimoda et al., 2003; Mulinacci et al., 2004; Zhu et al., 2004). Aunque esta hortaliza tiene
aplicaciones en la industria de cosméticos y en medicina herbolaria, su principal participacion es
en la industria del sector alimentario especificamente en la preparacion de conservas de
corazones de alcachofa. Estos corazones representan del 30 al 40% de su peso y el 60%
restante es residuo agricola (Lattanzio., 2009) generando 1200 toneladas al afio en México.
Algunos autores como Llorach et al. (2002) mencionan que estos residuos agricolas se han
utilizado para la extraccion de componentes bioactivos como flavonoides y compuestos
fendlicos. Por lo que este trabajo propone la extraccion y caracterizacibn de componentes
bioactivos de residuos de alcachofa, en especifico fenoles totales con actividad antioxidante.
Para estudiar la extraccidén se pretende implementar un sistema de monitoreo en linea para la
deteccién de las sustancias, con los datos experimentales obtenidos del monitoreo en linea se
pretende ajustar un modelo cinético que acople los factores operativos en la extraccion de
compuestos bioactivos y describa de manera eficiente el proceso de extraccion de las bracteas
de alcachofa. Considerando que no existen procedimientos estandarizados para la extraccion de
estos compuestos y no se ha desarrollado un sistema de extraccioén en linea que participe
directamente en el estudio cinético de extraccion de bracteas de alcachofa, seria una herramienta
atil de ingenieria que facilite la evaluacion y rentabilidad del proceso de extraccion para este tipo

de residuos agricolas de alcachofa.



CAPITULO I. CARACTERIZACION DEL EXTRACTO DE ALCACHOFA

1.1.  MARCO TEORICO

1.1.2. Generalidades de la alcachofa

Origen de la alcachofa

La alcachofa (Cyanara scolymus L.) variedad blanca de Tudela (Figura 1), es una planta

herbacea proveniente de la familia Asteraceae, originaria del Mediterraneo, Sur de Europa, Africa

del Norte, América del Sur e Islas Canarias; El nombre botanico se deriva en parte de la tradicion

de la fertilizacion en plantas con cenizas (de latin cinis, cineris) y skolymos del griego que significa

(cardo) de espinas encontradas en las bracteas que encierran la flor y forman parte de la cabeza

(Lattanzio et al., 2009). Representa una parte importante en la dieta del mediterraneo, ya que es

rica en compuestos fendlicos, inulina, fibras y minerales (Orlovskaya et al., 2007; Lattanzio.,

2009).

Taxonomia

REINO: Vegetal

PHYLUM: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Asterales

FAMILIA: Asteraceae
GENERO: Cynara

ESPECIE: Cynara scolymusL.
VARIEDAD: Blanca de Tudela
NOMBRE COMUN: Alcachofa
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Figura 1. (Cynara scolymus L.) alcachofa blanca de Tudela



Caracteristicas de la alcachofa

La alcachofa es una planta herbacea, de raiz gruesa y de tallo alto, erguido, grueso y acanalado
longitudinalmente y ramificado (Lattanzio et al., 2009), sus hojas son pinatilobadas con una
longitud de alrededor de 60 cm, hendidas, con la cara superior en color verde oscuro y la inferior
blanquecina, cubierta de densos pelajes blancos y con nerviaciones (Figura 2). La parte
comestible de la planta es la flor inmadura conocida como corazén de alcachofa, y este
representa el 30 a 40 % de su peso fresco (Lattanzio., 1987).

Alcachofa Alcachofera

Cynara scolymus
L., 1753 &

Figura 2. Caracteristicas fisicas de la alcachofa. http://www.gastrosoler.com (2016)

La cabeza de alcachofa es un capitulo inmaduro y esta constituido por diferentes tejidos (Figura
3); La parte no comestible esta conformada por, bracteas externas que recubren toda la cabeza
de la alcachofa A); La parte comestible se encuentra en el centro y esta constituido por, la flor
sin abrir con pétalos tiernos de color verde y de color purpura a violeta B), estarter que es el que
da origen a la floracion C) y el receptéaculo que une a la cabeza con el tallo D). La flor sin abriry
el estarter hacen en conjunto el corazén de la alcachofa.



Bracteas Flor sin abrir

Estarter Receptdculo

Figura 3. Partes de la alcachofa.

Beneficios de la alcachofa a la salud humana
La alcachofa ha tenido un amplio uso en la medicina herbolaria, siendo reconocida por sus
efectos benéficos y terapéuticos en la salud (Adzet et al., 1987). Ejerciendo actividad
anticolerética (Preziosi., 1969; Gebhardt y Fausel., 1997), hepatoprotectora, excretora biliar,
diurética, antioxidante, anticancerigena, antigenotoxica, antiinflamatoria, antifingica, anti VIH y
antibacteriana. (Gebhardt y Fausel., 1997; Brown y Rice., 1998; Shimoda et al., 2003; Mulinacci
et al., 2004; Zhu et al., 2004).Todas estas enfermedades cronico degenerativa causan dafios
irreversibles a la salud del ser humano, por lo que el consumo de alcachofa, es una alternativa
para contrarrestar dichas patologias. La actividad antioxidante de la alcachofa, inhibe radicales
libres que se producen a partir del metabolismo de sustancias toxicas como el etanol u otros
agentes (Claus et al., 2015). Asi también gracias a su actividad excretora biliar, controla la
generacion de célculos biliares de la enfermedad conocida como colelitiasis, formada por
colesterol o bilirrubina dentro de la vesicula biliar que obstaculizan el conducto biliar impidiendo
el paso de sustancias del higado al duodeno. También es utilizada en el tratamiento contra la
inflamacién ya que su efecto antiespasmaodico funciona como agente en la supresion de las
7



espasmos musculares generando contracciones involuntarias repentinas de un mausculo
(Mulinacci et al., 2004). La alcachofa participa en el combate contra enfermedades crénico
degenerativas como la diabetes, gracias a sus flavonoides como la apigenina, luteolina entre
otras, ya que ayuda a contrarrestar la produccion de enzimas (ciclo-oxigenasas) encargadas de

generar acidos grasos de cadena larga (Mulinacci et al., 2004; Coinu et al., 2007).

Estas actividades terapéuticas presentes en la alcachofa se deben a sus sustancias quimicas,
denominadas metabolitos secundarios, son sustancias que sintetizan las plantas y que no son
esenciales para su funcionamiento vital como el crecimiento y preproduccion. Pero si son de gran
importancia en los humanos ya que complementan la nutricién, el desarrollo y el mantenimiento
del propio organismo de forma que contrarrestan o evitan el desarrollo de ciertas enfermedades
crénico degenerativas como las que se mencionaron anteriormente. Estos tienen la caracteristica
de estar en diferente proporcion en todas las plantas o incluso en un determinado género, familia
0 especie. Algunos productos de los metabolitos secundarios tienen funciones especificas como
atrayentes o repelentes de algunos insectos, muchos de los pigmentos en las flores o frutos
pueden servir para atraer insectos que contribuyan en la polinizacién de sus especies jugando
un papel importante en su reproduccién, también se ha comprobado que estos sirven para atraer
animales los cuales al alimentarse de las plantas distribuyen las semillas en varios lugares de la
region. Asi también pueden fungir como mecanismo de defensa contra depredadores y
patégenos gracias a las sustancias quimicas que en algunos casos presentan caracteristicas de
mal sabor o toxicidad y que a su vez ayudan a la preservacion de especies de algunas plantas.
Estos metabolitos suelen tener aplicacion tanto en la industria de alimentos como farmacéutica

debido a sus propiedades fisicoquimicas (Taiz y Zeiger., 2006; Fattorusso y Taglialatela., 2008).

Metabolitos secundarios principales de la alcachofa

Particularmente la alcachofa exhibe los metabolitos secundarios presentes en el cuadro 1. Dentro
de ellos destaca la presencia de los polifenoles en forma de derivados del &cido cinamico y
flavonoides, estos le confieren propiedades antioxidantes a la alcachofa (Lattanzio., 2009;
Orlovskaya et al., 2007). El tener actividad antioxidante puede neutralizar una gama de especies
reactivas de oxigeno tales como: superoxido, hidroxilo y radicales peroxilo asi como quelar iones
metdlicos, que como resultado permitan contrarrestar diversas enfermedades cronico

degenerativas y el envejecimiento prematuro (Singh y Ramassamy., 2008).



Cuadro 1. Compuestos activos de la alcachofa.

Grupo de metabolitos Metabolitos especificos Referencias
secundarios

Sesquiterpéntalactonas Cinaropicrina, cinaratriol, grosheiminay (Lattanzio et al., 2009)
deshidrocinaropicrina

Acidos derivados del Cinarina, acidos clorogénico, (Lattanzio et al., 1989)
acido cindmico neoclorogénico, criptoclorogénico,
(Polifenoles) cafeico, cafeilquinico y dicafeilquinico
Flavonoides Apigenina, luteolina, heterdsidos de (Llorach et al., 2002)
(Polifenoles) luteolina como escolimdsido,

cinarotriésido y rutina
Aceites esenciales Sesquiterpenos como cariofileno y (Shimoda et al., 2003)

beta- selineno

Triterpenos Pseudotaraxasterol (Lattanzio et al., 1989)

Polisacéaridos Inulina, mucilagos (Lattanzio et al., 1989 y
Lattanzio et al., 2002)

Minerales Magnesio, hierro y fésforo (Orlovskaya et al.,
2007).

1.1.3. Generalidades de los polifenoles y su presencia en la alcachofa

Los polifenoles son metabolitos que se caracterizan por tener un al menos un grupo fenol por
molécula. Estas sustancias polifenélicas abarcan mas de 8000 compuestos relacionadas con
funciones fisiolégicas en el organismo. La estructura quimica central de estas sustancias posee
la geometria de anillos aromaticos ciclicos constituidos por 6 atomos de carbono unidos por 6
enlaces o simples y 3 dobles enlaces n. Los cuéles a su vez pueden estar unidos a otros grupos
de sustancias quimicas organicas, principalmente al grupo alcohol (OH) y a otros como cetonas,
aldehidos, carboxilos, aminas, amidas, ésteres y compuestos nitrogenados (Cuadro 2). Todos
estos grupos de sustancias a su vez presentan caracteristicas fisicas y quimicas diferentes
dentro de los organismos que las consumen traduciéndose en diversas actividades bioldgicas.
Los polifenoles presentan la capacidad de modular la actividad de diferentes enzimas e
interfieren consecuentemente en mecanismos de sefializacion celular y en distintos procesos
celulares (Quifiones et al., 2012). Esto en parte se debe a las caracteristicas fisicoquimicas que
poseen estos metabolitos secundarios que les permite participar en diversas reacciones

metabdlicas celulares relacionadas con la 6xido reduccion.



Cuadro 2. Estructuras quimicas de los polifenoles.

Flavonoides No flavonoides
Tipos Estructura quimica Subtipos Tipos Estructura quimica Subtipos
Rl . . - Acido cafeoil
r2 Naringenina . .
) Acidos Tartarico
Flavononas H Hesperetina | . L o .
| ) ) hidroxicinamicos CH=CH-C0-O-Rl  Acido feruoil
Pinocembrina -
Tartarico
OH O
R1 H
0 o ) Galotanino
5 O Apigenina Taninos o
Flavonas i o Elagitaninos
‘ Luteolina hidrolizables ) )
H Epigalotanino
© OH
Acido gélico
R3 -
o o . Acido
Daidzeina Acidos .
Isoflavonas RZ L ) ) ] R COOH vanilico
Rl O Genisteina | hidroxibenzoicos o
on Acido
R
siringico
Reveratrol
Piceido
Kaempferol .
) ) Piceatanol
Flavonoles Quercetina Estilbenos o
. 0 - viniferina
Miricetina L
a - viniferina
€ - viniferina
OH
1 Catequina
Flavanoles ) ]
; Epicatequina

Flavan - 3 - oles

OH

OH
"
o g .
Proantocianidinas u.,
"
I

RS
R
2
\
h o
H
| 1
Rz
o
Ry
| 1
| Oé
OR;

o1

Antocianos RS

Galocatequina

Catequina -
Epicatequina
Epicatequina -

Catequina

Cianidina
Delfinidina
Malvidina

Referencia: Schiitz et al., (2006a); Lattanzio et al., (2009); Lattanzio et al., (2002); Llorach et al.,

(2002).
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Flavonoides generalidades y su presencia en la alcachofa

Los flavonoides presentan diversas propiedades hacia la salud humana principalmente por su
actividad antioxidante. Los flavonoides se caracterizan por presentar el grupo fenol como
estructura quimica central, a la cual se pueden unir diversos grupos funcionales, dandole la
caracteristica particular a la molécula y con ello determinar su clasificacion ya sea en flavonas,
flavonoles, flavononas, antocianinas y acidos hidroxibenzoicos. En la alcachofa estan presentes
los flavonoides como la apigenina, luteolina, cianidina, peonidina y delfinidina. La apigenina y
glucoésidos de luteolina se han encontrado en las bracteas, mientras que los pigmentos de
antocianinas solo en la flor central del corazéon. La apigenina (4°,5,7-trihydroxyflavone) (Figura
4), es un flavonoide polifenélico hidrofébico natural que pertenece a la subclase flavona, que es
la aglicona de varios glucésidos de origen natural la menos téxica y no mutagénica de los
flavonoides y se distribuye en hojas, tallos y raiz de la alcachofa. Se ha demostrado que actta
como un potente antioxidante (Nielsen et al., 1999), inhibidor de la ciclo-oxigenasa productora

de prostaglandinas que genera acidos grasos de 20 carbonos en diversos sistemas biolégicos.

OH
HO O

OH O

Figura 4. Estructura quimica de la apigenina. Nielsen et al., (1999)

Se ha reportado que el flavonoide luteolina es un potente antioxidante que protege las
lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (Lattanzio y Van Sumere., 1987; Lattanzio et al.,
1994; Brown y Rice., 1998). En la figura 5 se muestran las flavonas de glucésidos mas
representativos de la alcachofa: (I) Luteolina-7-O-f3-D-glucopiranosa (luteolina-7-O-glucosida =
cinarosida), (II) Luteolina-7-O-a-L-ramnosill (1 — 6)- B-D-glucopiranosida (luteolina-7-O-
rutinosida = escolimosida), (Ill) apigenina-7-O- 3-D-glucopiranosida (apigenina-7-O-glocosida),
(IV) apigenina-7-O- a-L-ramnosil 1 (1 — 6) - B-D-glucopiranosida (apigenina-7-O-rutinosida)
(Lattanzio y Van Sumree., 1987; Lattanzio et al., 1994; Fritsche et al., 2002; Schiitz et al., 2004;
Zhu et al., 2004).
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Figura 5. Glucosidos de flavona derivados de la luteolina y apigenina identificados en tejidos de
alcachofa. Lattanzio y Van Sumere., (1987)

La luteolina, 30’,40°,5,7-tetrahidroxiflavona es un flavonoide el cual pertenece a la clase de las

flavonas (Figura 6), la luteolina posee muchas propiedades beneficiosas incluyendo la

antioxidante desempefiando un papel importante en el cuerpo humano como antioxidante en la

captacion de radicales libres, ademas de tener otras propiedades como la anti-inflamatoria,

cardio-protectora, antidiabética y anti-proliferativa (Seelinger et al., 2008 y Lépez., 2009).

OH @]

Figura 6. Estructura quimica de la luteolina. Lépez., (2009)

También en la alcachofa se ha encontrado flavonoides pertenecientes a las antocianinas, las
cuales son responsables de la pigmentacion azul, roja y purpura en los tejidos de algunos
vegetales. Algunos autores han descrito que las antocianinas provocan el cambio de color verde
a violeta en las cabezas de la alcachofa, y también estos autores han identificado algunos

glucosidos de cianidina como : cianidina 3-O- B-glucésida, cianidina 3-O- 3-soforésida, cianidina
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3-cafeoilglucésida, cianidina 3-cafeoilsofordsida, cianidina 3-dicafeoilsofordsida y cianidina 3,5-
diglucésida (Aubert y Foury., 1981). Mas tarde Schiitz et al., (2006a) confirmo y encontré en las
cabezas de alcachofa antocianinas como la cianidina 3,5-diglucésida, cianidina 3,5- B-glucésida,
cianidina 3-O- -glucésida, cianidina 3,5-malonildiglucésida, cianidina 3-(3"-malonil) glucésida y
cianidina 3-(6”-malonil) glucésida.

Derivados de los acidos hidroxicindmicos presentes en la alcachofa.

Dentro de los &cidos hidroxicinamicos en la alcachofa destacan los &cidos mono y

dicafeoilquinico (Cuadro 3). Su abundancia relativa depende del disolvente, el pH y la
temperatura, utilizada para su extraccion (Nichiforesco., 1970).

Cuadro 3. Acidos mono y dicafeoilquinico en cabezas de alcachofa de calidad comercial.

Derivados del acido cafeoilquinico Mg/100g en peso seco
Acido 1-O-Cafeoilquinico 38.14
Acido 3-O-Cafeoilquinico 57.22

(acido neoclorogénico)
Acido 4-O-Cafeoilquinico 267.02
(acido criptoclorogénico)
Acido 5-O-Cafeoilquinico 1544.91

(acido clorogénico)

Acido 1,3-O-Dicafeoilquinico (Cinarina) 61.24
Acido 1,4-O- Dicafeoilquinico 142.91
Acido 4,5-O- Dicafeoilquinico 224.56
Acido 3,5-O- Dicafeoilquinico 347.05
Acido 1,5-O- Dicafeoilquinico 837.01
Acido 3,4-O- Dicafeoilquinico 428.71

Referencia: Lattanzio et al., (1994)

1.2. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y equipos utilizados se describieron en el punto 4.1. y 4.1.2. del ANEXO I.

La extraccion se realizo de acuerdo al punto 4.1.3. del ANEXO 1.

El perfil fitoquimico fue desarrollado de acuerdo a la metodologia descrita por Valencia y Garin.,
(2010) ver punto 4.1.6. del ANEXO I.

La cuantificacion de fenoles totales fue por el método de Singleton y Rossi., (1965) ver punto
4.1.7. del ANEXO I.
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La cuantificacion de flavonoides fue con el método de Kubola y Siriamornpun., (2011) ver punto
4.1.8 del ANEXO I.

Se realiz6 actividad antioxidante por el método ABTS descrita por Re et al., (1999) y el método
DPPH de Brand et al., (1995) ver puntos 4.1.9y 4.1.11 del ANEXO I.

Para la determinacion de solidos disueltos totales SDT se tomé como referencia la NMX-F-527-
1992, ver punto 4.1.12 del ANEXO 1.

El analisis por espectrofotometria de infrarrojo medio (FT-IR) fue detallado en el punto 4.1.13
del ANEXO I.

1.3.  RESULTADOS Y DISCUSION

Perfil fitoquimico del extracto de alcachofa
Las sustancias presuntivas del extracto de alcachofa se obtuvieron por el resultado de reacciones
de coloracién y/o precipitaciéon, indicando la presencia o ausencia de los metabolitos con la

escala +y - (Cuadro 4).

Cuadro 4. Perfil fitoquimico del extracto de cabeza de alcachofa.

Metabolito Reaccion Resultado de la reaccion
Fenoles Cloruro férrico +++Fenoles o taninos de tipo
catecol.
Alcaloides Dragendorff ++
Wanger +-
Flavonoides Hidréxido de sodio al 10%  ++ Xantonas y Flavonas
Cumarinas Erlich +-
Hidréxido de amonio ++
Azlcares reductores Fehling +-
Benedict +-
Taninos Cloruro férrico ++ Catecol
Gelatina +-
Glicosidos cianogénicos Gringnard +-
Esteroides Lieberman-Bouchard +-

+++ Mucha presencia, ++ Presencia, +- Poca presencia, - No hay presencia.
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Se observé mayor presencia de fenoles por la reaccion de cloruro férrico. También se denot6
gran presencia de flavonoides del tipo xantonas y flavonas, asi como de cumarinas por la
reaccion de hidréxido de amonio, taninos del tipo catecol por la reaccién de cloruro férrico. Otras
sustancias también presentes como los alcaloides por la reaccién Dragendorff. En el extracto
hubo menor presencia para azucares reductores, glucésidos cianogénicos y esteroides.

Resultados que son corroborados con los reportados en esta especie, donde se menciona que
la alcachofa presenta compuestos fendlicos como: el &cido cafeico, cumérico, hidroxicinamico,
ferdlico, cinarina (4cido 1,5-O-dicafeoilquinico) entre otros (Sanchez et al., 2003; Fratianni et al.,
2007; Moglia et al., 2009). En las bracteas de alcachofa se ha encontrado glucésidos de luteolina
los cuales pertenecen a un tipo de tanino dentro de la clasificacién de los flavonoides asi como
de cinarésida (luteolin-7-O- glucésido) y scolymaésida (luteolina-7-rutinésida) (Gebhardt y Fausel.,
1997). Presencia de flavonoides como la apiagenina y rutina (Llorach et al., 2002). Algunos
triterpenos clasificados dentro de las sesquiterpentalactonas como: cinaropicrina, cinaratriol,

grosheimina y deshidrocinaropicrina (Lattanzio et al., 2009; Ceccarelli et al., 2010).

Cuantificacion de metabolitos secundarios del extracto de alcachofa
Se realizé por espectrofotometria de ultravioleta-visible (UV-Vis) tanto para flavonoides y fenoles
totales. Se muestra la concentracion de estos metabolitos secundarios presentes en el extracto

de alcachofa, los valores representados son la media de tres determinaciones (Cuadro 5).

Cuadro 5. Cuantificacion de metabolitos secundarios

Metabolito Concentracion
Fenoles totales en mg equivalentes de acido galico/mL 6.12 + 0.003
Flavonoides en mg equivalentes de catequina. g 9.90 + 0.002

Desviacion estandar +, con n=3

Las concentraciones obtenidas para fenoles totales resultaron mayores a lo reportado por
algunos autores (Cruzado et al., 2013) en extractos acuosos de alcachofa microfiltrados con
concentraciones de 1.0266 mg GAE/L y 1.2845 mg GAE/L. Posiblemente la membrana empleada
en la microfiltracion de los extractos de (Cruzado et al., 2013) no purifico los extractos de
alcachofa, ya que las concentraciones de fenoles totales que obtuvieron fueron bajas. Un estudio
realizado por (Curadi., 2005) reporta que el contenido de flavonoides totales (expresado como
equivalentes de catequina por gramo de peso seco) de diferentes variedades de alcachofa fue
para: Violetto di Sicilia de 11.72 + 1.46, Violetto di Provenza 12.32 + 1.10, Locale di Mola 12.72
+ 2.46, Terom 7.31 + 0.36, Grato 13.05 + 1.58. El extracto de esta variedad blanca de Tudela
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presento 9.90 + 0.02 una buena concentracion de flavonoides de acuerdo a lo reportado por
(Curadi., 2005).

Actividad antioxidante del extracto de alcachofa

Una parte atribuible a la concentraciéon de compuestos fenélicos y flavonoides en el extracto de
alcachofa, fue la evaluacion de su actividad antioxidante ya que especificamente los acidos
fendlicos y flavonoides son reconocidos por ejercer propiedades inhibitorias de oxidacion en
organismos humanos (Pandino et al., 2013). Por ello, desempefian un papel esencial en la
proteccion frente a los fendmenos de estrés oxidativo y tienen efectos terapéuticos en un elevado
numero de patologias. La capacidad antioxidante se determing a través de dos técnicas, los

valores se observan en la cuadro 6 y representan la media de tres determinaciones.

Cuadro 6. Actividad antioxidante del extracto de alcachofa

Método Concentracién en equivalentes % de la actividad antioxidante

de trolox (umol ET/g)

ABTS 35 + 0.00004 43.54 £ 0.07

DPPH 22.8 £0.00002 44.68 £ 0.04

Desviacion estandar +, con n=3

Se observo que la capacidad antioxidante por el método ABTS fue de 35 (umol ET/g) con 43.54%
de inhibicion radicalaria y 22.8 (umol ET/g) en DPPH con 44.68%. El porcentaje de actividad
antioxidante en ambos métodos es muy cercano. Un estudio realizado por Boncun et al., (2013)
reportan porcentajes de captura del radical DPPH de extracto acuoso de hojas de alcachofa de
25.3% con 8.2ug ET/mL, porcentajes menores a los que se obtuvieron en este estudio. Por otro
lado tenemos a (Pandino et al., 2013) reportando actividad antioxidante DPPH de diferentes
variedades de alcachofa para: V. Di Sicilia clone 4/8 de 89.5%, Blanca de Tudela con 88%,
Empolese 88.2%, Romanesco clone C3 88%, Tondo di Paestum 87% y Tempo con 86.5%.
Donde el porcentaje de actividad antioxidante que se obtuvo en este estudio fue menor a lo
reportado por (Pandino et al., 2013). La variedad Blanca de Tudela que reportan Pandino et al.,
(2013), se encuentra con porcentajes altos con respecto a otras variedades de alcachofa, lo que
indica que posee una buena actividad antioxidante, al ser la misma variedad que se utiliz en

este estudio.
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Sdlidos disueltos totales (SDT) del extracto de alcachofa

Es importante conocer la cantidad de sélidos que poseen los extractos naturales, ya que estos
sélidos indican la cantidad de materia organica constituida por metales y algunos contaminantes
entre ellos patdgenos. Se determind el porcentaje de sélidos para un extracto de alcachofa sin
microfiltrar y microfiltrado a 0.05um, asi mismo se obtuvieron los rendimientos para cada extracto
(Cuadro 7).

Cuadro 7. Sélidos disueltos totales del extracto de alcachofa.

Sélidos disueltos totales (SDT)

Extracto de alcachofa  g. de sdélido/g. de extracto % Solidos Rendimiento ¥s

Sy
(XsEo0)
Extracto sin microfiltrar 0.0141 + 0.00021 1.41 +0.016 56.4 mg/g
Extracto microfiltrado 0.0040 + 0.00002 0.40 £ 0.003 16.0 mg/g

Desviacion estandar +, con n=3

Se observo que el porcentaje de solidos en el extracto de alcachofa sin microfiltrar fue mayor que
el extracto de alcachofa microfiltrado, con una diferencia de 3.5 veces menor que el extracto sin
microfiltrar, esto fue equivalente a un 71.6% de sdlidos retenidos en la membrana de
microfiltracién, lo cual indicé que se tuvo un buen porcentaje de remocién de particulas
suspendidas que pudiesen afectar la deteccién por espectrofotometria de ultravioleta-visible,

empleada en los siguientes capitulos.

Analisis por espectrofotometria de infrarrojo FT- IR

Se llevo a cabo un listado de las bandas de adsorcion claramente definidas en el extracto de
alcachofa indicando el numero de onda de las bandas, asi como el tipo de enlace atomico de los
posibles grupos funcionales responsables de este comportamiento (Cuadro 8). En lafigura 7 se
presento el espectro de infrarrojo medio del extracto de alcachofa, liofilizado mediante vacio a
temperatura ambiente previamente microfiltrado comparado con el mismo extracto de alcachofa

sin liofilizar, y se observo que los extractos presentaban la misma composicién quimica.
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Figura 7. Espectro infrarrojo del extracto de alcachofa.
Cuadro 8. Bandas caracteristicas del extracto de alcachofa.
Bandas localizadas Enlace NUmero de onda Intensidad
cm? cm?
3228.08 O-H Hidroxi 3570-3200 Fuerte y ancha
2926.74 C-H 3000-2850 Variable
1594.88 Anillo aromatico 1450-1600 Media
C-OOH 1610-1550
1397.34 C-OOH 1420-1300 Fuerte y doble
1263.39 1300-1180
1026.72 C=0 1050-1100 Fuerte y doble
1160-1060

Referencia: (Coates., 1999; Lin., 1991)
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Se observao ciertas bandas caracteristicas del extracto de alcachofa con vibraciones moleculares
en los enlaces O-H a la distancia de 3228.08 cm™, C-H a 2926.74 cm™, C-OOH a 1594.88 y
1397.34cm?,1263.39 cm™*y C=0 a 1026.72 cm, segln Coates., (1999) y Lin., (1991). Indicando
a su vez la relacion de los enlaces atdmicos caracteristicos que conforman quimicamente las
estructuras de los polifenoles que en su mayoria estdn compuestos por anillos aromaticos a los
cuales se unen diversos grupos (OH, CHO, C=0, COOH, etc.) (Sogorb y Vilanova., 2004). Se
relaciona la presencia de grupos funcionales organicos especificos, comprendidos en la zona
entre 4000 y 1300 cm?, los dobles vy triples enlaces los caracteriza especificamente de 2500 a
500 cm?, tensiones de tipo C=0 y C=C de 2000 a 1500 cm™y la regién de huellas caracteristicas
o dactilares (con flexion de enlaces CH, CO y CC) de 1300 a 910 cm™. La presencia de grupos

aromaticos comprendidas en la zona de 1000 a 650 cm™,

1.4. CONCLUSIONES

e Con el perfil fitoquimico se identificé cualitativamente los metabolitos secundarios
presentes en el extracto de alcachofa, siendo en mayor abundancia los fenoles y
flavonoides.

e El extracto de alcachofa presenté una menor concentracién de flavonoides con respecto
a los fenoles totales, posiblemente a que los flavonoides conforman solo una parte
constituyente de los diversos compuestos polifenolicos.

e Elextracto de alcachofa present6 actividad antioxidante por el método ABTS y DPPH con
porcentajes similares confirmando su actividad como reductor de especies reactivas de
oxigeno.

e La operacion de microfiltracion present6 un porcentaje alto de remocion de particulas
suspendidas que pudiesen afectar su evaluacion y caracterizacion del extracto de
alcachofa en los siguientes capitulos.

e Con el analisis Infrarrojo (IR), se logré la identificacion de los posibles enlaces atomicos

caracteristicos que conforman quimicamente las estructuras de los polifenoles.
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CAPITULO II. EVALUACION DEL SISTEMA EMBEBIDO PARA LA EXTRACCION

2.1. MARCO TEORICO

2.1.2. Interaccién de los polifenoles con la luz UV-VIS

La estructura de los metabolitos deben sus propiedades quimicas a los atomos que las
componen y como estos se encuentran distribuidos y enlazados, precisamente en quimica
organica, un elemento de utilidad en la identificacion de una molécula, es indicando los grupos
funcionales en relacion a los &tomos y enlaces que presente.

Para poder realizar un andlisis cualitativo o cuantitativo de metabolitos, se puede emplear
técnicas basadas en la luz como la espectrofotometria en la region ultravioleta y visible. Por
ejemplo para fines cualitativos en la verificacion de la ausencia o presencia de un grupo de
metabolitos se pueden emplear pruebas fitoquimicas, donde a través de reacciones quimicas se
observa un cambio fisico debido a la presencia de un grupo de sustancias, este cambio se
observa frecuentemente como la presencia o un cambio de color. El resultado de la reaccion
involucra la presencia de un cromoforo, el cual absorbe ciertas regiones de luz y emite otras de
manera que se observa un color con cierta intensidad. Se muestra un ejemplo de técnicas
colorimétricas cualitativas utilizadas en el perfil fitoquimico para la deteccion de metabolitos

secundarios (Figura 8).

Figura 8. Perfil fitoquimico cualitativo de extraccion con etanol de alcachofa. Cumarinas a),
glucésidos b), fenoles c), quinonas d), taninos e), flavonoides f), esteroides g), terpenoides h),
cianinas i) y alcaloides j).
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En el caso de las técnicas colorimétricas cuantitativas se lleva a cabo una reaccién controlada
gue tendra una intensidad de absorcién de luz proporcional a la concentracién del grupo de
sustancias de interés, las cuales pueden ser cuantificadas por el espectrofotémetro en la region
visible (poseen color). En la figura 9 se muestran algunas imagenes de técnicas colorimétricas
cuantitativas realizadas al extracto de bracteas de alcachofa para la determinacién de fenoles

totales y actividad antioxidante.

Figura 9. Determinacién colorimétrica cuantitativa por micro-placas. Fenoles totales por la técnica
de follin ciocalteu a) y capacidad antioxidante por la técnica FRAP b), DPPH c) y ABTS d), en
extractos de bracteas de alcachofa.

Cabe mencionar que existen diversos metabolitos que absorben energia visible por su propia
estructura quimica sin la necesidad de una reaccion que las haga visibles, por ejemplo en el caso
de los carotenos, clorofilas, antocianinas entre otros (Figura 10). Estos tienen en comun la
presencia de dobles enlaces apareados que poseen electrones en resonancia, en general este

tipo de sustancias absorben también luz ultravioleta de manera intensa.
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Figura 10. Extractos de origen vegetal. Carotenos a), clorofila b) y antocianinas c).

En el caso de otras sustancias como los acidos mono y dicafeoilquinico, presentes en la
alcachofa son transparentes en la region visible, aunque en la regién ultravioleta absorben luz
con intensidad. ¢ Cémo lo hacen?, se puede entender al estudiar la naturaleza de la luz y de los
postulados de Bohr sobre la estructura atébmica y la radiacion.

Para entender la naturaleza de la luz empecemos por decir que es una radiacion del tipo
electromagnética, debemos hacer referencia a su particula asociada “el foton” la cual presenta
un campo eléctrico y magnético (Figura 11), con una longitud de onda definida llamada lambda
(2) que es la distancia entre cresta y cresta, esta ubica a la luz dentro del campo electromagnético
en una region visible o la ultravioleta (Figura 12) (Tippens., 2007). La luz que aparece en nuestra
vida cotidiana tiene una amplia variedad de fotones que poseen diferentes longitud de onda, el
0jo humano detecta la region visible que comprende entre longitud de 400 a 700nm (Atkins y de
Paula., 2006).

A = Longitud de onda
E = Campo eléctrico

B = Campo magnético

Figura 11. Campo eléctrico y magnético de la luz. (Tippens., 2007)
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Figura 12. Espectro electromagnético. (Alcafiiz., 2003)

Conforme la longitud de onda () crece su energia disminuye, en cambio si disminuye su longitud
de onda su energia aumenta. Cuando la longitud de onda es mas pequefia la frecuencia de
repeticibn en un lapso de tiempo es mas grande y tiene mas energia. De manera que la
frecuencia es igual a la velocidad de la luz (c) entre la longitud de onda (L), estoesv=c/A, yla
energia se puede calcular como E = v x h, donde h es la contante de Planck, de esta manera la
luz es una pura expresion de la energia (Tippens., 2007; Alcafiiz., 2003).

Tomando como referencia el modelo atémico de Bohr y sus postulados, los electrones de los
atomos se mueven en ciertas 6rbitas circulares permitidas alrededor del nacleo sin emitir energia;
las orbitas de los electrones estan cuantizadas en niveles de menor energia (cerca del nicleo) a
mayor energia (mas alejado del ndcleo), no todas las 6rbitas del electrén alrededor del nucleo
estan permitidas, tan solo aquellas donde el electron sea un multiplo entero de h / 2r. De ahi que
el electron solo emite o0 absorbe energia en los saltos de una 6rbita permitida a otra, a estos
cambios se les conoce como “transiciones electronicas”; esta energia son fotones como los de
la luz ultravioleta-visible, de esta manera los electrones de una molécula organica debido a sus
niveles de energia permitidos pueden presentar “transiciones electronicas”. Por lo que el cambio
de energia que experimenta el electron debido a la emisién o absorcion puede ser expresado
como la diferencia entre los niveles de energia de la siguiente manera E = h X v = Einicia — Efinal ,
(Figura 13) (Tippens., 2007; Alcafiiz., 2003; Douglas., 1994; Atkins., 2006).

Radiacio

emitida

Figura 13. Absorcién y emision de energia de los electrones en la materia. (Tippens., 2007)
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Esta idea elemental de las transiciones electrénicas explicada con el modelo atobmico de Bohr,
toma un contexto geométrico y estructural cuando se emplea el modelo de los orbitales
moleculares, los cuales estan descritos con los nimeros cuénticos que a su vez representan el
estado energético del electron y las caracteristicas de los orbitales (Figura 14a). Cabe mencionar
gue la materia organica en general presenta una estructura con hidrégeno, carbono, nitrégeno y
oxigeno, el oxigeno posee 8 electrones y su configuracion electrénica es 1s (T4) 2s(T4) 2px(TV)
2py(M) 2pz(T), de esta manera la estructura no considera orbitales “d” (Alcafiiz., 2003). Para el
caso especifico de moléculas organicas estos orbitales presentan hibridaciones sp, sp? y sp®

como se representa en la (Figural4b).

z z
1s X XYy X
2s 3 y E y
2p, 2p,

2p,

Modelo de los
orbitales hibridos
3 1095 ° )
1 3 sp 4 tetraédrica ¥ Vs v
‘:,/‘ ‘ \—.)
spl wer
\sp2
2 120° o
1 2 Sp 3 tnangular plana — ~
sp? \
180°
1 1 Sp 2 lineal

Figura 14. Representacion de los orbitales (s y p) a) e hibridaciones que presentan estos
orbitales en sp, sp?y sp®b). (Alcafiiz., 2003)
Los orbitales participan en la formacion de enlaces, estos se presentan como orbitales enlazantes
de (baja energia - LUMO) u orbitales antienlazantes de (alta energia - HOMO), su transicion se
debe a la absorcién y emisidon de energia. Los orbitales enlazantes sigma (c) se forman por la
combinacion frontal de orbitales, mientras que el enlace n son la combinacién de dos orbitales
paralelos p-p (Figura 15); En el caso de los orbitales antienlazantes (n* y c*) resultan de la
transicion LUMO a HOMO de los orbitales (Figura 16) (Alcafiiz., 2003; Atkins., 2006).
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Figura 15. Orbitales sigma (o) y pi (%). (Alcafiz., 2003)
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Figura 16. Orbitales atdbmicos antienlazantes sigma o* a) y Pi n* b). (Alcafiz., 2003)

Los orbitales hibridos sp? del carbono estan unidas por enlaces simples sigma (o) fuertes y

permiten la formacién de los enlaces pi (n), de esta manera los enlaces () van siempre

acomparfados de un enlaces c para asi formar dobles y triples enlaces (Figura 17).
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Figura 17. Unién entre carbonos sp?. (Alcafiz., 2003)
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En el caso de los electrones desapareados, estos no participan en el enlace y ocupan el orbital
denominado N, usualmente se da en moléculas de heteroatomos como por ejemplo donde
participa el oxigeno y el nitrégeno. En el contexto de la teoria de orbitales moleculares, un orbital
de no enlace u orbital no enlazante llamado N es aquel orbital molecular caracterizado porque
hay una densidad electrénica similar a la de los &tomos que colaboran en él. Segun el método
de combinacion lineal de orbitales atémicos, un orbital no enlazante surge porque un orbital
atébmico no tiene simetria y energia apropiada para interferir significativamente con los orbitales
de otro atomo. Este tipo de orbitales no contribuyen en nada al enlace quimico, ni desfavorecen
su formacién. Puesto que los orbitales no enlazantes tienen una energia similar a los orbitales
atémicos, su energia es intermedia entre los orbitales enlazantes y los orbitales antienlazantes
(Alcafiiz., 2003; Douglas., 1994). En la figura 18 se ilustran los tipos de transiciones electrénicas
gque se han descrito en los parrafos anteriores, de estos podemos observar que las transiciones

de mayor a menor energia son c-c*, n-n*, n-c* y n-r*.
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Figura 18. Diagrama de transiciones electronicas y orbitales atébmicos. http://yolanda-
rios.com/materiales/UVTeoria.pdf. (2016)

En este contexto se han realizado diferentes estudios a partir de la simulacién con teorias
referentes a mecanica cuantica para examinar estados excitados de moléculas y predecir sus
propiedades frente a la radiacion UV-Vis e IR especificamente en absorcion. Las simulaciones
de este tipo emplean la Teoria Funcional de la Densidad (DFT), que representa un modelo
matematico que se evalla con un procedimiento numeérico alternativo a la solucién de la ecuacion
de Schrédinger, donde el funcional de la energia electronica es minimizado con respecto a la
densidad electronica. Es uno de los métodos mas utilizados en los calculos cuanticos de la
estructura electronica de la materia, tanto en la fisica de la materia condensada como en la
quimica cuéntica. Con la teoria DFT se trabaja con el funcional de la densidad electrénica en vez
de la funcion de ondas, de manera que la teoria funcional de la densidad (DFT) es mas simple y
permite trabajar sistemas mas complejos. Existen varios métodos DFT pero uno de los mas
utilizados es el de la Teoria del Funcional de la Densidad dependiente del tiempo (TDDFT). La
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TDDFT es una ampliacion de la Teoria del Funcional de la Densidad TFD, para tratar sistemas
excitados o sistemas sometidos a la accion de potenciales dependientes del tiempo.

Cuando se habla de una molécula organica que presenta distintos grupos funcionales, el modelo
de Bohr junto con las teorias de transicion de los orbitales resulta insuficiente para poder
describir los fendbmenos de absorcion UV-VIS, aqui es donde resulta util la simulacion empleando
el software computacional de la Teoria Funcional de la Densidad, para ello existen diferentes
métodos que emplean esta teoria uno de los mas efectivos es el B3LYP. Estudios por (Markovic¢
y ToSovic., 2015; ToSovic., 2017), muestra la aplicacién de este tipo herramientas de simulacion,
estudiando caracteristicas espectroscopicas de compuestos polifendlicos por IR y UV-Vis,
especificamente en antraquinonas, neoflavonoides, flavonoides y derivados de los &cidos
fenolicos, como el acido cafeico. ToSovi¢ en el afio 2017 obtuvo informacién de las transiciones
electrénicas, utilizando la geometria del método B3LYP-D3 para realizar el analisis de orbitales
de enlace natural (NBO) y construir los grupos de orbitales moleculares localizados naturalmente
(NLMO), ya que este tipo de orbitales NBO presentaban localizacion sobre los &tomos o pares
de &tomos enlazados, siendo mas especificos a las estructuras de resonancia que los orbitales
moleculares MO, por lo que los NLMO son una secuencia de conjuntos de orbitales localizados
naturales que incluyen orbitales atomicos naturales. Primero se realiz6 un espectro UV-Vis
experimental del acido cafeico en metanol donde se mostré 4 longitudes de absorcién en 327,
295, 243 y 217 nm, posteriormente con el método TDDFT/B3LYP-D3 predijeron las longitudes
de onda, donde la comparacion entre ambos valores de A max mostré6 un excelente
acercamiento, también se determinaron fuerzas oscilantes y la descripcion de los orbitales
implicados en las transiciones electronicas. Se representan los grupos de Orbitales Moleculares
Localizados Naturalmente (NLMO) (Figura 19).

LUMO+2=>

LUMO=1

LuUMO

HoMO

HOoMO-1

HOMO-2

HOMO-3

Figura 19. Estructura quimica de orbitales moleculares localizados naturalmente NLMO. Las
flechas indican la conexion de las moléculas involucradas en transiciones electrénicas que
experimenta el cido cafeico en las diferentes longitudes de onda. (ToSovic., 2017)
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Las longitudes de onda mas intensas de energia de excitacion a las mas pequefias resultan de
las transiciones electrénicas HOMO-LUMO a 327 nm, del tipo n-n* atribuidas en parte al grupo
carbonilo C=0 del &cido cafeico. Las transiciones electronicas de n-r*, formadas por el grupo
carbonilo, son responsable de la absorcién a 295 nm de HOMO-1-LUMO. La longitud de onda a
243 nm HOMO-LUMO+1 se origina de las transiciones electronicas del anillo aromatico del
cafeico del orbital n-7*. La longitud de onda a 217 nm HOMO-3-LUMO es originado por
transiciones electrénicas de n- ©* del grupo carbonilo. Estos estudios nos dan un panorama
general sobre las diferentes estructuras que puedan presentar diversos compuestos organicos
al ser excitado por radiacion UV-Vis a través de la simulacién o prediccion por modelos cuanticos.
Recordemos que mientras la longitud de onda sea menor, la frecuencia es mayor y
subsecuentemente la energia también, de ahi que la transicién a 217 nm HOMO-3-LUMO es la
mas energética que la HOMO-LUMO a 327 nm, también se debe observar que tenemos distintos
maximos y todos corresponde a transiciones n*, destacando el hecho en general que los dobles
enlaces juegan un papel importante en la absorcion UV que presenta la molécula.

En el afio 2015 Markovi¢ y ToSovi¢, estudiaron propiedades espectroscopicas UV-Vis de 22
compuestos fendlicos (Figura 20), empleando la Teoria del Funcional de la Densidad
dependiente del tiempo (TDDFT) en combinacién con el método B3LYP para la simulacion de
espectros UV-Vis por dos métodos de representacion de formas en Orbitales Moleculares (OM)

de Kohn—-Sham y Orbitales Moleculares Localizados Naturalmente NLMO.

- - & * = <
womo-- SBBB 8
LUMO+1 wd . .—-—“"
o REPRT Rl
4‘.’“
HOMO PR—— R . -
B . XE»
HOMO-1
29 v — L
HOMO-2

womos GBI - o
oo ENENZET T g

Figura 20. Estructura quimica de los orbitales moleculares OM de Kohn-Sham (izquierda) y
orbitales moleculares localizados naturalmente NLMO (derecha) para la antraquinona “alizarina”.
(Markovi¢ y ToSovic., 2015).

31



La longitud de onda més intensa de energia de excitacién a la menos intensa resulta de las
transiciones electrénicas HOMO-LUMO del tipo n-n* en 432 nm atribuidas al grupo carbonilo. La
longitud de onda a 326 nm con transicion electronica HOMO-1-LUMO del tipo n-n* del oxigeno
al carbonilo. A 277 nm HOMO-4-LUMO puede atribuirse a la transicion del tipo n-n* del grupo
carbonilo. La longitud de onda a 264 nm presenta dos tipos de transiciones de HOMO-1-
LUMO+1 y HOMO-LUMO+2. La longitud de onda en 248 nm presenta también dos tipos de
transicion de HOMO-LUMO+2 y HOMO-3-LUMO+2 del tipo o* de los NLMO. La longitud de onda
en 223 nm de la transicion HOMO-3-LUMO del tipo n-n* atribuida al grupo carbonilo. Como se
observa las transiciones electrénicas que presenta esta molécula al igual que la anterior cumplen
una relacién entre la longitud de onda, la frecuencia y la energia (Ylongitud de onda, Tfrecuencia
y Tenergia) o (Tlongitud de onda, Jfrecuencia y \energia). Los modelos cuénticos (TDDFT) son
empleados como herramientas para facilitar el estudio de las propiedades y caracteristicas de
las moléculas orgéanicas.

Precisamente en las moléculas organicas suceden multiples fendmenos de transicion cuando se
someten a radiacion por el espectro electromagnético UV-Vis. Estudios por Wang et al., (2016)
presentan algunas sustancias (croméforos) que absorben luz a cierta longitud de onda, cuando
a estas sustancias se les adiciona otra como complejo (auxdécromo), subsecuentemente ocurre
un fenémeno llamado batocrémico.

Estas sustancias presentan una caracteristica general en el incremento de intensidad de
absorcién de energia en aproximadamente 200 nm, algo muy similar a lo que también presenta

el extracto en bracteas de alcachofa (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de ultravioleta-visible del acido cafeico, quitosano y acido cafeico-quitosano
a diferentes concentraciones a) y acido cafeico en combinacién con quitosano y un dimero de
Rutenio (Ru) b). (Wang et al., 2016).
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Figura 20a) El acido cafeico modificé al quitosano (linea azul), mostrando dos picos principales
de absorcion a 285 y 320 nm, asignado a la transicién n-r* del grupo OH de un anillo aromatico
y una transicion n-n * del anillo aroméatico. Los resultados del espectro UV-Vis indicaron que el
acido cafeico modifico las longitudes de onda del quitosano. En este caso en la Figura 20b) se
observé una cinética de la reaccion entre el 4cido cafeico, el quitosano (polimero) y el dimero de
rutenio por espectroscopia UV visible, el cambio batocrémico de la absorcion ocurre desde la
longitud de onda en 312 nm a 319 nm, después de la adicién de rutenio, el cambio aumento con
respecto al tiempo hasta una longitud de onda de 331 nm, confirmando un complejo entre el
rutenio y el &cido cafeico en modificacion del quitosano.

Los compuestos polifendlicos descritos anteriormente y el extracto de alcachofa, muestran esa
peculiar caracteristica en el incremento de la intensidad en la longitud de onda a 200nm cercanas
al UV de vacio, esto se pude atribuir a las diversas resonancias electromagnéticas en las
moléculas causando la excitacién de los enlaces =, los cuales generan una mayor intensidad de
absorcion con transiciones electronicas que pueden ir del tipo n-n*, n-n * y o-n *, teniendo en

comun la transiciéon w*.

2.2.  MATERIALES Y METODOS

Los materiales y equipos utilizados se describieron en el punto 4.1. y 4.1.2. del ANEXO I.

La extraccion se realiz6 de acuerdo al punto 4.1.5. del ANEXO I,

El analisis por espectrofotometria de ultravioleta-visible (UV-Vis) se detall6 en el punto 4.1.14
del ANEXO I.

Para la implementacién del sistema embebido de extracciéon se describié del punto 4.1.17 al
4.1.21. del ANEXO Il.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Andlisis espectrofotométrico UV-Vis

Se realiz6 un escaneo del extracto de bracteas de alcachofa de 200 a 800 nm, se identificaron 2
longitudes de onda a 325, 275. Valencia., (1995) hace referencia a flavonas de 325-350 nm, para
275 nm a grupos carbonilos. También se observé que en el rango de longitud de onda de 200 a
210 nm, tuvo un incremento de intensidad de energia, por lo que Alcafiiz., (2003) y Silverstein et
al., (2005) explican que ese fendbmeno se debe al tipo de transiciones electrénicas en las
sustancias al interaccionar con la luz, las cuales presentan una mayor resonancia electronica
debido a la interaccion de los dobles enlaces n de compuestos insaturados, los cuales se
encuentran en mayor abundancia en el tipo de metabolitos secundarios como los polifenoles. La
longitud de onda a 325 nm es el resultado de las transiciones del tipo nr* de anillos ciclicos
atribuidas por el grupo benceno, la longitud de 275 nm presenta de transicién del tipo nr*
atribuida al grupo benceno y carboxilo, y las longitudes de onda en 200 y 210nm fueron el
resultado de las transiciones electrénicas nn* y nn* atribuidas al grupo carboxilo, fenol, benceno
y heterociclicos arométicos (Pretsch et al., 1989). Las 4 longitudes de onda identificadas se
utilizaron para realizar el monitoreo del sistema de extraccion embebido. Se presenta el espectro

de ultravioleta visible del extracto de alcachofa microfiltrado a 0.05 um. (Figura 22)
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Figura 22. Espectro UV-Vis del extracto de alcachofa.
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Se muestra el tipo de transiciones electrénicas probables de acuerdo a las longitudes de onda
identificadas en el extracto de alcachofa (Cuadro 9).

Cuadro 9. Longitudes de absorcion UV-Vis identificadas en el extracto de alcachofa.

Longitud de onda Tipos de compuestos Tipo de transicion
(nm) electronica
200 Heterociclicos aroméaticos n*
200 Acido acético nm*
200 Benceno nm*
200 Alguenos T*
200 Alquinos T
200 Esteres, alcoholes no*
200 Aldehido nm*
200 fenol nm*
210 Aldehidos y cetonas nn*

ciclo benceno

210 Carbonilos nm*
275 Compuestos carbonilicos nm*
325 Bencenos nm*
325 Aldehidos nm*

Referencia: (Skoog et al., 2001; Silverstein et al., 2005; Pretsch et al., 1989)
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Evaluacion de la deteccion UV-Vis en el sistema de extraccion

Se implementé un sistema embebido para la extraccion de polifenoles de bracteas de alcachofa,
empleando un tanque agitado de acero inoxidable conectado por tuberias plasticas a un modulo
de microfiltracién y a un espectrofotometro UV-Vis. Este sistema emple6 10 veces menos
volumen (20 ml) en la unidad de microfiltracién y de tuberias (29.3 ml), que el sistema de
extraccion implementado por Cerdn., (2008) que ocupd (250 ml) en la unidad de microfiltracién.
Por lo tanto en este estudio se redujo el efecto del monitoreo sobre los parametros de extraccion,
el volumen fuera del tanque fue de 152.3 ml (ver ANEXO Il punto 4.1.18 y 4.1.19), no excediendo
mas del 10% del volumen total del tanque que fue de 2000 ml, el sistema embebido fue
monitoreado a 4 longitudes de onda (200, 210, 275 y 325 nm) de acuerdo al estudio anterior en
UV-Vis del extracto de alcachofa. En las figuras 23, 24 y 25, se muestra el registro manual de los
datos del proceso de extraccion sélido-liquido en bracteas de alcachofa, para las 4 longitudes de

onda.
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Figura 23. Monitoreo manual del proceso de extraccion sélido-liquido de bracteas de alcachofa
a una (relacion sélido-liquido 1:5, a 295 rpm y 20°C durante 240min). Cada linea de color
representa el monitoreo a diferentes longitudes de onda.
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Figura 24. Monitoreo manual del proceso de extraccion sélido-liquido de bracteas de alcachofa
a una (relacion solido-liquido 1:20, a 395 rpm y 20°C durante 240min).
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Figura 25. Monitoreo manual del proceso de extraccion solido-liquido de bracteas de alcachofa
a una (relacion solido-liquido 1:25, a 465 rpm y 20°C durante 240min).
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De los experimentos realizados se observé que la longitud de onda que registr6 con mayor
intensidad fue la de 200 nm, donde se tuvo mayor resonancia electrénica, debido al tipo de
transiciones electrénicas n-n* atribuidas al grupo carboxilo (Pretsch et al.,1989) y los dobles
enlaces n, que de alguna manera coincide con que la mayoria de los metabolitos secundarios
(polifenoles) estan caracterizados por poseer dobles enlaces en su estructura quimica de
acuerdo con (Cafigueral y Vanaclocha., 2003; Crozier et al., 2006). Ademas de que el grupo
carboxilo COOH tiene una presencia abundante en la estructura de los polifenoles (Kagles.,
2005), por lo que el monitoreo a 200nm adoptd mejor la observacion del proceso de extraccion
aun siendo registrada de manera manual. En 275 nm y 325 nm resulté complicado observar a
detalle cualquier cambio durante el proceso de extraccion.

De estos experimentos se pudo observar que el nimero de datos tomados durante la extraccion
fueron escasos y dispersos, ya que solo se registrd un dato por minuto con un cronémetro, dando
un total de 240 datos en una corrida experimental de 240 minutos.

En este estudio también se verifico la proporcion solido-liquido que el sistema soportaba en
conveccion de 300 a 500 rpm, la agitacion que se plante6 fue de 295, 395 y 465 rpm, mostrando
una mejor suspension del vegetal a 465 rpm, en trabajos por Jurinjak et al., (2016) utilizé de 250
hasta 700 rpm, por lo que el limite maximo en el sistema embebido de extraccién se establecio

a 500 rpm.

2.4. CONCLUSIONES

e Se identificaron los posibles tipos de transiciones electronicas para las cuatro longitudes
de onda, transiciones atribuidas a las diversas resonancias electromagnéticas en las
moléculas, causando la excitacion de los dobles enlaces =, los cuales generan una mayor
intensidad de absorcion con transiciones electrénicas que pueden ir del tipo n-n*, -n * y
o-n *, teniendo en comdun la transicion r*.

e La mejor longitud de onda para el monitoreo del proceso de extracciéon fue a 200 nm, por
presentar mayor intensidad de energia en el registro de unidades y mejor sensibilidad
para detectar sustancias bioactivas en el extracto de alcachofa, la cual permitié observar
con mejor detalle el proceso de extraccion.

e Fue posible laimplementacién del sistema embebido en tanque agitado para la extraccion

sélido-liquido de residuos de alcachofa.
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CAPITULO lIl. MODELAMIENTO DEL PROCESO DE EXTRACCION DE BRACTEAS
DE ALCACHOFA

3.1. MARCO TEORICO

3.1.2. Extraccion sélido-liquido

Existen diversos métodos de extraccidbn que emplean alta energia, en consecuencia muchos
autores han estudiado la influencia de las diferentes condiciones de extracciéon (Spigno et al.,
2007; Bucic¢ et al., 2007 citados por Joki¢ et al., 2010). La extraccién convencional por lixiviacion
también conocida como sélido-liquido es la mas utilizada, ocurre a través de una interface sélido-
liguido donde una sustancia o sustancias contenidas en el solido se transfieren y quedan

disueltas en la fase liquida (Figura 26) (Ibarz y Barbosa., 2005).

3

Antes de la extraccion Después de la extraccion

Figura 26. Esquema de extraccion solido-liquido, disolvente 1), material de extraccion (fase
portadora sélida con soluto de interés) 2), soluto 3), fase portadora sélida extraida 4), disolvente
con el soluto de interés 5). http://procesosbio.wikispaces.com (2016)

El proceso de separacion toma un tiempo de contacto entre el liquido y el sélido, la concentracion
de cada componente soluble dentro del sélido alcanzara eventualmente un “equilibro” con la
concentracion en el solvente, en otras palabras ya no hay cambio en la concentracién en las
fases solido-liquido (Ibarz y Barbosa., 2005), esto indica que ha finalizado la etapa de
transferencia de masa, entonces se procede a la separacion del extracto denominado “extracto
obtenido” denominado EO y “solido humedecido” SH, cada una de estas corrientes de materia
tienen una cantidad de solidos representada por una concentracion o una fraccidbn masica

denominada X; como aparece en la figura 27.
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L: Disolvente (Agua pura) ¢

SH: s6lido humedecido Proceso de SH: X
- 7 Xs
Sv: Sélidos de alcachofa L — IIE).(traC'CIO.n > sy
Solido-liquido s’
EO: Extracto obtenido
Xs: Fraccion de solidos l
EO; X,

Figura 27. Operacion unitaria de extraccion solido-liquido.

El resultado de la extraccién solido liquido se debe a la superposiciéon de dos contribuciones
relevantes: conveccion (Figura 28) y difusion molecular (Figura 29). El transporte convectivo
proviene del movimiento global de la mezcla (sélido-disolvente) y tiene su origen en factores

mecanicos o0 energéticos (por ejemplo agitacion).

CONVECCION

Figura 28. Conveccion en una particula sélida organica. Cerén., (2008)

DIFUSION

- iaamsies 1 Conveccion y difusion
\ 2 Difusion en pelicula
/ W Molecula 2 bifusion en la matriz sélida
|/ 4 ‘ l 3b|DifusiQn en la superficie de
a matriz sélida
\ Matriz solida // 4 Cambio de fase

Fluido \

B P Pelicula

Figura 29. Difusion en una particula sélida organica. (Cerén., 2008)

Mientras que el transporte difusivo se debe al movimiento relativo de los componentes de una
mezcla causado por gradientes de potencial quimico (por ejemplo el gradiente de concentracion)

en procura de establecer un estado de equilibrio en toda la extension del sistema como se
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muestra en la figura 29, donde se observa que después de que se atraviesa la pelicula (circulo
punteado) inicia un proceso enteramente difusivo que gobierna el proceso de extraccion, donde
las concentraciones juegan un papel importante (Mc Cabe et al., 1991). En un inicio dentro de
la particula la concentracion inicial de sustancias solubles es alta (Csi) mientras que el disolvente
esta libre de sélidos (Cl = 0) de aqui que el gradiente de concentracién sea Csi — Cl = Cs y el
valor es el maximo como resultado de los primeros instantes de la extraccion, con velocidad
mayor, transcurrido un tiempo “x” la concentracién de soélidos solubles disminuye, esto es Csx <
Csi y entonces el gradiente también disminuye resultando una menor velocidad de extraccion.
Esta situacion de la transferencia de masa fue descrita por Fick en 1855 quien encontr6 que la
relacibn matematica de la transferencia de masa era analoga a la ecuacion de transferencia de
calor por conduccién que habia sido descrita por Fourier en 1822. De esta manera Fick senté
una base cuantitativa para describir la difusion, esta teoria establece que la velocidad de difusién
de una sustancia en un medio isotropico por unidad de area de una seccidn es proporcional al

gradiente de concentracion, esta relacion se expresa como indica la Ec. 1 (Crank., 1975).

DOC
0x

Ecuacion 1

Donde F es la velocidad de transferencia de masa por unidad de area de la seccién, C es la
concentracion de la sustancia que se esta difundiendo, x el eje que es normal a la seccion y D
es llamado el coeficiente de difusiébn. En algunos casos por ejemplo en las soluciones muy
diluidas, D puede ser tomado como constante, mientras que en sustancias donde se tienen
polimeros en altas concentraciones D no es constante; este coeficiente tiene las unidades L?/s,
el signo negativo en esta ecuacion se debe a que la direccién en que ocurre la difusién es opuesta
con el aumento de la concentracion. Dado que durante un proceso de extraccion el gradiente de
concentracion para una coordenada en X no es contante sino que cambia en el tiempo
(condiciones no estacionarias), es necesario emplear la segunda ley de Fick (Ec. 2) que también
es conocida como ecuacion de difusion la cual es la derivada de primera ley de Fick (Wilches et
al., 1997).

6C 52C

st 6x2
Ecuacién 2
Donde C es la concentracién el soluto, t es el tiempo (s), D es el coeficiente de difusién o

difusividad (m?s?), y x es la distancia de la difusiéon (m). La difusividad es una propiedad
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importante que afecta al proceso de transferencia de masa. A la fecha ya han sido presentadas
una lista de solutos solubles de sélidos de interés en el procesamiento de alimentos (Doulia y
Gekas., 2000; Gekas., 2001), sin embargo la mayoria de los solutos estudiados incluyen
azlcares, sales, siendo principalmente agua. Un valor tipico de la estimacion de la difusividad
aparente es 2x10%° m?/s a 25°C para tejidos vegetales no tratados (Doulia y Gekas., 2000). La
aproximacion tradicional que emplea la relacién de Fick usa el gradiente de concentraciéon dentro
de la particula del sustrato como la fuerza de potencial para la extraccién en lugar de la diferencia
de potencial quimico usado en diferentes aproximaciones (Doulia y Gekas., 2000; Gekas., 2001).
La tendencia de un componente dado a cambiar de fase esta relacionada con su potencial
quimico. De esta manera un andlisis mas riguroso debe basarse en las diferencias de potencial
quimico (Gekas., 2001).

Tamarfios de particula pequefios reducen la distancia de difusién del soluto dentro del sélido e
incrementan el gradiente de concentracién, lo cual incrementa la velocidad de extraccion. Por el
hecho que la distancia del sélido es corta, el tiempo de extraccién se reduce. También un
incremento en la temperatura causa un incremento mas significativo en la difusividad, como lo

establece la Ec. 3 de Einstein.

Ecuacién 3

Donde T es la temperatura absoluta y n, el coeficiente de viscosidad dinamica (Loncin y Merson.,
1979). Sin embargo la estabilidad de muchas sustancias se ve afectada por la temperatura como
el caso de los compuestos fendlicos en bayas rojas y purpuras (Mazza y Miniati., 1993), por lo
que se debe tener cuidado cuando se trabaja con materiales biolégicos ya que la temperatura
puede afectar seriamente su integridad, lo cual afecta el proceso de extraccidn, de ahi que la
temperatura no puede aumentarse de manera indefinida y su magnitud debe determinarse

cuidadosamente para optimizar el proceso.

El incremento de la temperatura aumenta la solubilidad de los compuestos polifendlicos e
incrementa los coeficientes de difusién, los cuales aumentan la velocidad de la extraccion
reduciendo con ello el tiempo de extraccion. Con el fin de hacer evidente como la solubilidad
depende de las propiedades del soluto y del coeficiente de actividad se presenta a continuacién

el modelo de la solubilidad de sélidos no iénicos (Ec. 4) (Frank et al., 1999).

AS
Inx;% = % (1 — T7m) — Inyf* ParaT <=Tm
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Ecuacion 4

Donde x{* es la fraccion molecular del soluto disuelto en la fase del solvente en la saturacion,
AHg,s el calor molar de fusién en J/mol, 7t es el coeficiente de actividad del soluto en la

solucion, R es la contante universal de los gases ideales, Tm es la temperatura de fusiony T es
la temperatura absoluta. De esta manera se establece que existe una dependencia de la
solubilidad con las propiedades del soluto y del coeficiente de actividad. Adicionalmente un bajo
punto de fusion y una temperatura elevada mejoran la solubilidad. Cuando el coeficiente de
actividad es igual a 1, entonces se alcanzan condiciones ideales. La dependencia de la
solubilidad con la temperatura no sélo esta determinada por las condiciones de solubilidad ideal,
sino también por los cambios en el coeficiente de actividad causados por la temperatura (Frank
et al., 1999).

Cabe mencionar que en los estudios presentados en la literatura no se tienen reportes sobre el
estudio cinético de un proceso de extracciéon sélido-liquido para la obtenciéon de polifenoles a
partir de bracteas de alcachofa, a través del cual se puedan controlar algunos factores operativos
de la extraccién como proporcion solido-liquido, tamafio de particula, temperatura y velocidades
de agitacion, factores que afectan la velocidad y el rendimiento de extraccion, (Schwartzeberg y
Chao., 1982), y aiin menos estudios con el empleo de un sistema embebido en tanque agitado
controlado con software para la extraccion de polifenoles de bracteas de alcachofa.

En resumen para que exista una buena trasferencia de materia en la extraccion sélido liquido,
los factores que juegan un papel importante son el gradiente de concentracion, coeficiente de

difusién y temperatura (Ibarz y Barbosa., 2005).

Extraccion sélido liquido en tanque agitado

Este se refiere al movimiento del material vegetal normalmente de manera circulatoria dentro de
algun tipo de contenedor. La agitacion no se debe confundir con el término mezcla o mezclado
gue es una distribucion al azar de dos fases inicialmente separadas. La diferencia puede ser mas
clara con el siguiente ejemplo, un tanque con agua fria puede ser agitado pero, en cambio, no
puede ser mezclado mientras no se le adicione otro material, tal como cierta cantidad de agua
caliente o algun solido pulverulento. Las dimensiones del tanque de agitacion utilizado en este

estudio se observa en la figura 30.
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Figura 30. Dimensiones del tanque agitado para la extraccion sélido-liquido. (Cruz., 2016 y
Alcaraz., 2017)

Como se menciond anteriormente la agitacién a través de la conveccién puede mejorar la
eficiencia de muchos procesos, aunque las finalidades especificas de la agitacién son diferentes
dependiendo de los objetivos, basicamente en este trabajo se buscan dos, suspender particulas
sélidas y mezclar sustancias solubles en un liquido. El equipo empleado consiste en un recipiente
cilindrico de acero inoxidable 304, un agitador mecanico montado en un eje y accionado por un
motor eléctrico ver (ANEXOS punto 1.14). Respecto a las dimensiones del tanque agitado varian
ampliamente dependiendo de la naturaleza del problema de agitacién.

Lo preferible es que el fondo del tanque sea redondo, con el fin de eliminar los bordes rectos o
regiones en las cuales no penetrarian las corrientes del fluido (Mc Cabe et al., 1991). La altura
del liquido, es aproximadamente igual al diametro del tanque. Sobre un eje suspendido desde la
parte superior va montado un agitador y el eje esta accionado por un motor (Figura 31).

Figura 31. Dinamismo dentro del tanque agitado. (Cerén., 2008)

El tipo de flujo que se produce en un tanque agitado depende del tipo de rodete, de las
caracteristicas del fluido, del tamafio y proporciones del tanque, placas deflectoras y agitador. La
45



velocidad del fluido en un punto del tanque tiene tres componentes y el flujo global depende de
esos tres componentes, la primera es la radial y actta en una direccion perpendicular al eje del
rodete, la segunda es longitudinal y actta en direccién paralela al eje y la tercera es rotacional y
acttia en direccion tangencial a la trayectoria circular descrita por el rodete. Los componentes
radial y longitudinal son Utiles para causar la mezcla de los componentes (Figura 31).

Balance de materia sdlido-liquido
De esta manera el balance global de materia en término de las corrientes implicadas, seria que
la suma del “liquido (L)” empleado en la extracciéon, mas el “solido (S)” de alcachofa debe ser

igual al “extracto obtenido (E0)”, mas el “sélido humedecido (SH)”, resultando la Ec. 5.
L+S=EO+SH
Ecuacion 5

Si realizamos un balance en término de los sélidos, considerando que el liquido esta libre de
sélidos y por tanto la fraccion de sélidos en el liquido es cero ( X5 = 0), mientras que la fraccion
de sdlidos en el sélido (Xss), en el extracto obtenido (Xgos) Y en el sélido humedecido (Xsys) €s

diferente de cero, el balance quedaria expresado como la Ec. 6.
S*Xss = EO *x Xpos + SH * Xsps
Ecuacion 6

De este breve analisis podemos deducir que el rendimiento en sélidos obtenidos (Ys,) expresado
como la cantidad de soélidos obtenidos en el extracto obtenido respecto a la cantidad de sélidos
empleados en la entrada queda expresado como la Ec. 7.

EO * Xgos
=%

Ecuaciéon 7

Esta expresion estaria por supuesto en base hiumeda en base seca quedaria como la Ec. 8.

o _ EO *Xeos
SO S *XSS

Ecuacién 8

Es importante mencionar que estas expresiones toman relevancia en la parte practica, aunque
desde el punto de vista del total extraido y el rendimiento, se tomaria en cuenta, el total del
extracto para efectos practicos, donde se extrae poca cantidad de sdlidos y practicamente no se
absorbe liquido por el solido o se drena liquido del solido. Se puede expresar para base himeda

y base seca respectivamente como la Ec. 9y 10.
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L xXgos

Yer, =
SO S
Ecuacién 9
Yoo = L * Xgos
SO — S % XSS
Ecuacién 10

En tanto el “equilibrio” es descrito por el coeficiente de particion llamado también “constante de
distribucion” o “coeficiente de particion” m, el cual es una funcién de la concentracion de sélido
al equilibrio en el disolvente (Gertenbach., 2001). De esta manera mientras mayor sea el valor
de m para un componente, mas cantidad de éste sera disuelto en el solvente lo cual es benéfico.
El valor de m es una funcién de las caracteristicas del solvente y de los componentes, asi como
de la temperatura. Asi por ejemplo se ha estudiado la extraccion de polifenoles examinando el
efecto o influencia de los factores en la extraccion por Segovia et al., (2013); Cavdarova y
Makris., (2014); Jurinjak et al., (2016). Demostrando que a diferentes concentraciones de
solvente para la extraccion de polifenoles y condiciones como la temperatura, velocidad de
agitacion y tamafio de particula, afecta significativamente el coeficiente de particién en la
extraccion solido-liquido, en otras palabras el equilibrio se modifica por las condiciones de

extraccion. El coeficiente de particion m para el solvente y para cada extraccion es calculado
mediante la relacion m = S/Xsas' Donde X; es la fraccion masica de sélidos en el extracto al
equilibrio y Xsy s €s la fraccion masica de soluto dado en el sdlido.

3.1.3. Modelos de extraccién sélido-liguido de polifenoles

En la actualidad se han desarrollado varios modelos matematicos acoplando férmulas que
permitan coincidir con el comportamiento cinético de extraccién y las condiciones para su
prediccion a través del tiempo. Resultan ser una herramienta importante de ingenieria, en el
proceso de disefio para reducir el consumo de energia, tiempo y reactivos quimicos (Piwowarska
y Gonzélez., 2012). Un modelamiento cinético se puede emplear para comprender la difusién, la
transferencia de masa y los parametros termodinamicos que afectan la extraccién. Existen
modelos que ya han sido utilizados en la extraccién soélido liquido de polifenoles, como el modelo
de Page (Page., 1949 citado por Simpson et al. 2016), el modelo de Peleg (Peleg., 1988 citado
por Joki'c et al., 2012), el modelo de difusion de Sherwood (Sherwood., 1931), el modelo de

Simpsom (Simpsom et al., 2016), modelos exponenciales, entre otros.
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Modelo de Peleg
El modelo desarrollado por Peleg., (1988), para la descripcién de las curvas de sorcion, fue
adaptado para la descripcién del proceso de extraccion soélido-liquido (Ec. 11).

t
€O =Co+rras

Ecuacion 11

Donde C(t) representa la concentracibn de polifenoles totales, capacidad antioxidante,
rendimientos de extraccion en el tiempo t, mientras K1 es la constante de velocidad de Peleg (se
relaciona con la velocidad de extraccion al principio del proceso de extraccion), K2 es la
constante de capacidad de Peleg (esta se refiere a la concentracion maxima alcanzada durante
el proceso de extraccion) y Co es la concentracion de extraccion en el tiempot =0. Enelt =0,
el valor de Co es igual a cero y, por tanto, la Ec. 12 se puede reducir a la Ec. 13.

CO) = Txae

Ecuacién 12

Modelo de Page
El modelo exponencial propuesto por Page en (1949), es una de las ecuaciones empiricas mas
recurrentes para describir la migracion del agua durante el secado de los alimento. Ahora esta

fue adaptada también para la velocidad de extraccién solido-liquido de acuerdo a la (Ec. 23).
M — Me — k2t
Mo — Me

Ecuacioén 13

Donde:

k : Es la constante del modelo de Page
t : Tiempo de extraccién en (min).
M: Masa de un componente en el seno del liquido
Me = Cantidad de masa de un componente alcanzado el equilibrio en el proceso de extraccion.
Mo = Cantidad de sustancia del componente en la solucién en el tiempo cero.
Considerando que Mo = 0 y despejando M
M = Me(1 — e™kt)
Dividiendo entre el volumen total y considerando que M/V = C, se obtiene la Ec. 14.
C = Ce(1—e k2t
Ecuacion 14

Modelo de Sherwood

Tiene sustento en la ecuacion de la ley de Fick (Sherwood., 1931). Este modelo difiere del modelo

de Page en su deduccion y el significado que toman los coeficientes. Una solucién general
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obtenida por Sherwood, es tomada para diferentes geometrias como una barra, espera o
paralepipedo, para tiempos largos de tratamiento que eventualmente puedan alcanzar el
equilibrio:

M-M
ST plweket

Mo — Me
Considerando que Mo = 0, despejando M y considerando la relacion de concentracién, se
obtiene la Ec. 15.

C = Ce(1 — kle™*#t)
Ecuacion 15

Donde: C corresponde a la concentracion, Ce a la concentracion en el equilibrio y t al tiempo.

K1y K2, constantes del modelo.

Modelo de Simpson

Modelo que ha sido adaptado para procesos de extraccion solido-liquido, Simpson y
colaboradores en el 2016 dieron significado a cada parametro de la ecuacion de Page ya que no
se describian las constantes y tampoco se explicaban con certeza las fenomenologias del
proceso. Con este modelo de Simpson n es constante e independiente de la temperatura, debido
a que esta relacionada con la microestructura del material del alimento. K Esta relacionada con
el coeficiente y geometria de la muestra. Ellos emplearon calculo fraccional aplicado a la difusion

anémala y permitieron obtener la siguiente expresion (Ec. 16).
C = Ce(1 — klek2+t™y
Ecuacién 16

Donde: C corresponde a la concentracion, Ce a la concentracion en el equilibrio y t al tiempo.

K1, K2 y n, constantes del modelo.

3.2. MATERIALES Y METODOS

Los materiales y equipos utilizados se describieron en el punto 4.1. y 4.1.2. del ANEXO I.

La extraccion se realizo de acuerdo al punto 4.1.5. del ANEXO 1.

La cuantificacion de fenoles totales fue por el método de Singleton y Rossi., (1965) ver punto
4.1.7. del ANEXO I.

La cuantificacion de flavonoides fue con el método de Kubola y Siriamornpun., (2011) ver punto
4.1.8 del ANEXO 1.
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Se realiz6 actividad antioxidante por el método ABTS descrita por Re et al., (1999) y el método
FRAP de (Benzie y Strain., 1996) ver puntos 4.1.9 y 4.1.10 del ANEXO I.

Para la determinacion de sélidos disueltos totales SDT se tomé como referencia la NMX-F-527-
1992, ver punto 4.1.12 del ANEXO 1.

El andlisis por espectrometria de masas (UPLC) fue detallado en el punto 4.1.15 del ANEXO I.
El analisis estadistico fue descrito en el punto 4.1.6 del ANEXO I.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Comportamiento cinético de extraccién por el sistema embebido de monitoreo
continuo

Se observa en las figuras 32, 33 y 34 el proceso de extraccidn obtenido por el sistema embebido

de monitoreo continuo correspondiente a la longitud de onda de 200 nm en ultravioleta mediano.
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Figura 32. Comportamiento cinético de extraccion por el sistema embebido de monitoreo
continuo a 200 nm con tratamiento a 20°C.
Donde: la linea punteada color rojo indicé el ensayo nimero 1 con las siguientes condiciones
“Agitacion 300rpm, relacion Liquido/sdlido 1:20 y tamafio de particula 2mm”; la linea punteada
color azul indico el ensayo numero 2 “Agitacion 400rpm, relacion Liquido/sélido 1:35 y tamano
5mm”; y la linea punteada color negro presento6 el ensayo numero 3 “Agitacion 500rpm, relacion

Liquido/sélido 1:50 y tamafio 8mm?”, todas con un tiempo de extraccion de 360 minutos.
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A 20°C se observd que las extracciones de bracteas de alcachofa presentaron un
comportamiento cinético de equilibrio, mas sin embargo la deteccién de compuestos bioactivos
por el monitoreo del UV-Vis fueron de baja intensidad con respecto a las de 40 y 60°C, pareciera
ser que a 20°C se extrajeron solo componentes de la superficie del material vegetal, no
permitiendo la solubilidad de diversos componentes dentro de la matriz vegetal (Treybal., 1998),
resultando 20°C la temperatura menos eficiente para la extraccion de compuestos bioactivos
coincidiendo con el estudio de Jurinjak et al., (2016) en plantas de la familia de las Astereceae a

la cual pertenece la alcachofa.
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Figura 33. Comportamiento cinético de extraccion por el sistema embebido de monitoreo
continuo a 200 nm con tratamiento a 40°C.

Donde: la linea punteada color rojo indicé el ensayo nimero 4 con las siguientes condiciones
“Agitacion 300rpm, relacion Liquido/sodlido 1:35 y tamafio 8mm?”; la linea punteada color azul
indicé el ensayo numero 5 “400rpm, 1:50 y 2mm”; y la linea punteada color negro presento el

ensayo numero 6 “500rpm, 1:20 y 5mm”, todas con un tiempo de extraccion de 360 minutos.

A 40°C se observo un comportamiento distinto a las extracciones de 20° y 60°C, ya que a 40°C
el comportamiento de extraccion fue de manera ascendente con respecto al tiempo no

permitiendo un comportamiento cinético cercano al equilibrio, posiblemente a 40°C se halla
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permitido mayor solubilidad de diversos componentes los cuales fueron transferidos al seno del
liquido (Treybal., 1998), por lo tanto la extraccion no alcanz6 una fase estacionaria durante el

tiempo transcurrido de 360minutos, resultando 40°C una temperatura poco eficiente para el

estudio de la extraccion de compuestos bioactivos en bracteas de alcachofa.
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Figura 34. Comportamiento cinético de extraccion por el sistema embebido de monitoreo
continuo a 200 nm con tratamiento a 60°C.

Donde: la linea punteada color rojo indicé el ensayo nimero 7 con las siguientes condiciones
“Agitacion 300rpm, relacion Liquido/sélido 1:50 y tamafio 5mm?”; la linea punteada color azul
sefialo el ensayo numero 8 “400rpm, 1:20 y 8mm”; y la linea punteada color negro presento el
ensayo numero 9 “500rpm, 1:35 y 2mm”, todas con un tiempo de extraccion de 360 minutos.

A 60°C se alcanz6 un comportamiento cinético de extraccion en equilibrio en menor tiempo con
respecto a 20°C y 40°C, se observé que durante los primeros 20 minutos se incrementé la
velocidad de extraccion de compuestos bioactivos de bracteas de alcachofa, que de acuerdo con
Jurinjak et al., (2016) mencioné que la mayoria de los polifenoles se liberan del material vegetal

al disolvente durante los primeros 10 a 15 minutos del proceso de extraccion, en el caso de
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Paunovi¢ et al., (2014) determinaron que en 20 minutos ocurria un rapido aumento del contenido
de polifenoles totales conocido como lavado, y el tiempo restante de la extraccion se mantenia
un aumento lento en el contenido de polifenoles totales conocida como extraccion lenta,

comportamiento muy parecido al que se obtuvo en los ensayos a 60°C.

Se observo mayor intensidad de deteccion de compuestos bioactivos por el monitoreo del UV-
Vis del sistema embebido de extraccion, triplicando el valor de la intensidad en UA (unidades
arbitrarias) con respecto a las extracciones en 20°C y el doble para 40°C, resultados que se
asociaron con el aumento de la temperatura, la cual mejor6 la penetracion del liquido dentro de
la matriz vegetal, logrando un proceso de extraccién mas eficiente en cuanto a la velocidad de
transferencia de masa (Perry et al., 1984), sin embargo hay mas factores a considerar dentro de
la extraccion soélido-liquido como el tamafio de particula y velocidad de agitacién (Coulson y
Richarson., 2003).

Normalizacion de los datos de extraccion obtenidos por el sistema embebido
Se realizé la normalizacion de los datos cinéticos de extraccion para cada uno de los ensayos

de extraccién (Figura 35).

A) La linea punteada color rojo indica las condiciones de “300rpm, proporcion S/L 1:20 y 2mm”;
la linea punteada de color azul “400rpm, 1:35 y 5mm”; y la linea punteada color negro
“500rpm,1:50 y 8mm”, mostrando la normalizacion de los ensayos a 20°C, la tendencia del gréafico
mostro un comportamiento logaritmico el cual se relaciona con una velocidad lenta de extraccion

ya que las curvas de las cinéticas se formaron menos pronunciadas que las de 60°C.

B) La linea punteada color rojo indica “300rpm, proporcion S/L 1:35 y 8mm”; la linea punteada
de color azul “400rpm, 1:50 y 2mm?”; y la linea punteada color negro “500rpm, 1:20 y 5mm”,
mostrando la normalizacion de los ensayos a 40°C, la tendencia del grafico mostré un

comportamiento lineal debido al cambio constante que tuvo durante el tiempo de la extraccion.

C) La linea punteada color rojo indica “300rpm, proporcién S/L 1:50 y 5mm”; la linea punteada
de color azul “400rpm, 1:20 y 8mm”; y la linea punteada color negro “500rpm,1:35 y 2mm”,
mostrando la normalizacién de los ensayos a 60°C, la tendencia del grafico mostré un
comportamiento logaritmico el cual se relaciona con una mayor velocidad de extraccién ya que

se forman mas répido las curvas de las cinéticas de extraccion comparadas con las de 20°C.
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Figura 35.Normalizacién de los datos cinéticos de extraccion. a) 20°C, b) 40°C y c) 60°
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3.3.2. Tiempos de extraccion

Se determind el tiempo de extraccion de acuerdo al monitoreo en linea del sistema embebido,

para cada una de las extracciones planteados por el disefio L9 (3%) de Taguchi (Cuadro 10).

Cuadro 10. Tiempos de extracciéon de acuerdo al arreglo ortogonal L9 (3%) de Taguchi.

Velocidad Tamano i i6 i
Corrida Relacion Tiempos de extraccion (min)
Temperatura de . de
C) taci sélido- Particul
agitacion articula
Ensayo g liquido 80% 85% 90% 95% 100%
(RPM) (mm)
1 20 300 1:20 2 844 111.2 149.7 2325 358.0
2 20 400 1:35 5 1299 159.2 203.6 2505 3134
3 20 500 1:50 8 113.6 138.8 179.7 233.0 3515
4 40 300 1:35 8 2417 264.0 2934 323.3 356.3
5 40 400 1:50 2 2446 255.8 269.1 289.4 355.7
6 40 500 1:20 5 232.8 251.3 273.2 306.7 355.1
7 60 300 1:50 5 47.0 57.9 747 119.6 308.9
8 60 400 1:20 8 57.0 711 941 1411 3034
9 60 500 1:35 2 26.4 35.2 52.0 106.9 270.3

n=10 para cada uno de los ensayos

Se muestran los tiempos de extraccion en minutos de acuerdo al porcentaje del proceso de

extraccion del 80 al 100%, donde se observé que el ensayo niumero 9 con condiciones de

“500rpm, 60°C, proporcion sélido-liquido 1:35 y tamafio de particula de 2 mm” con los mejores

tiempos de extraccion (26.4 minutos). A 20°C el tiempo minimo para la extraccion fue de 84.4 a

113.6 minutos, para 40°C de 232.8 a 244.6 minutos. En cambio para los ensayos a 60°C se

observé que dentro de los primeros 26.4 minutos la extraccion ya habia alcanzado una fase de

equilibrio, la representacion de los tiempos de extraccion se observan en la figura 36.
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Figura 36. Tiempos de extraccion.

Donde el ensayo 1, 2 y 3 representa los tratamientos a 20°C, el 4,5y 6 elde 40°Cyel 7,8y 9
a 60°C. Las barras de color gris oscuro representan los tiempos a un 90% del total del proceso

de extraccion y las barras de color gris claro a un 80% del total del proceso de extraccion.

3.3.3. Rendimientos

Rendimientos de extraccion por la deteccion del sistema de monitoreo en linea

Se determinaron los rendimientos de extraccién de acuerdo a la maxima intensidad de deteccion
en linea del sistema embebido de extraccion en (UA/gramo de sélidos) en base humeda (Cuadro
11).
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Cuadro 11. Rendimientos de extraccion de acuerdo al arreglo ortogonal L9 (3%) de Taguchi.

Corrida _ . Tamafo de  Rendimientos
Temperatura  Velocidad de Relacion ) _
o . o Particula (Unidades
(°C) agitacion (RPM) salidol/liquido o .
ensayo (mm) Arbitrarias/Soélido)
1 20 300 1:20 2 95
2 20 400 1:35 5 107
3 20 500 1:50 8 114
4 40 300 1:35 8 176
5 40 400 1:50 2 156
6 40 500 1:20 5 192
7 60 300 1:50 5 270
8 60 400 1:20 8 276
9 60 500 1:35 2 318

n=10 para cada uno de los ensayos

Se observé que los rendimientos incrementaron conforme aumento la temperatura, donde los
ensayos a 60°C presentaron rendimientos de extraccion mayores con respecto a los ensayos de
20 y 40°C con una (p>0.05).

En 20 y 40°C posiblemente hubo largas trayectorias de difusion en analitos para pasar a través
de la matriz, dificultando la extraccion de compuestos bioactivos, la temperatura a 60°C y la
velocidad de agitacion en 500rpm, fueron factores criticos para mejorar los rendimientos evitando
largos tiempos de extraccion (Martinez., 2016; Silva et al., 2007; Zuorro et al., 2014), como fue
en el caso del ensayo niamero 9 con rendimientos de 318 UA/soélido, bajo las condiciones de

(500rpm, relacién sélido-liquido 1:35, tamafio de particula de 2mm a 60°C) ver la figura 37.
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Figura 37. Rendimientos de extraccién con una (p<0.05).

Rendimientos de extraccién por solidos disueltos totales (SDT)

Se realizé la determinacion del porcentaje de sélidos disueltos totales para cada una de las
extracciones planteadas por el disefio de Taguchi, los rendimientos se expresaron como (mg
extraidos/ g de sdlidos). Se observaron mayores rendimientos de extraccién con el aumento de
la temperatura a 60°C comparada con los ensayos a 20°C y 40°C (Figura 38). La influencia
minima en los rendimientos de extraccion fue a 20°C, por lo que el efecto de la temperatura
favorecié los rendimientos de extraccion, resultados que coinciden con los rendimientos

determinados por el sistema embebido en (UA)/gramo de sélidos.
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Figura 38. Comparacioén de los rendimientos de extraccion por sélidos disueltos totales en (mg
extraidos/g so6lido) (p<0.05).

Donde: el ensayo (1, 2y 3) fue a 20°C, (4, 5,y 6) a40°C y (7, 8 y 9) a 60°C, las condiciones de

extraccion para cada uno de los ensayos se detallan en el cuadro 11.

Rendimiento de Fenoles Totales (FT) en extractos de bracteas de alcachofa

Se determiné el rendimiento de fenoles totales en (mg GAE/g) para cada uno de los ensayos
planteados por el disefio de la matriz ortogonal de Taguchi (Figura 39), los resultados se
expresaron como mg equivalentes de acido galico (GAE) por gramos en base humeda a partir
de una curva de calibracion.
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Figura 39. Comparacién de los rendimiento de fenoles totales en (mg GAE/g) (p<0.05).

Donde: el ensayo (1, 2y 3) fue a 20°C, (4, 5,y 6) a40°C vy (7, 8 y 9) a 60°C, las condiciones de
extraccion para cada uno de los ensayos se detallan en el cuadro 10, cada barra presenta la
media de tres ensayos.

El mayor rendimiento en fenoles totales fue para los ensayos a 60°C con respecto a los de 20°C
y 40°C con una (p<0.05), especificamente el mejor rendimiento fue para el ensayo numero 9
correspondiente a las siguientes condiciones (agitacion de 500rpm, proporcion solido-liquido
1:35, tamafio de particula 2mm a 60°C). En estudios anteriores por Hor'zi'c et al., (2009) se
investigod el efecto de las temperaturas de extraccion de polifenoles totales en la composicion de
diferentes tipos de té, se obtuvieron rendimientos elevados de polifenoles y flavonoides cuando
se utilizé agua hirviendo a temperatura elevada. En este estudio la temperatura a 60°C mejoro la
eficiencia de extraccién de fenoles totales ayudando en la permeabilizacion de las paredes
celulares, logrando una mayor solubilidad y difusion de compuestos fendlicos, asi como la
reduccion de la tensiébn de superficie, mejoramiento de hidrélisis y reacciones de
descomposicién. Autores como (Casas et al., 2010; Prommuak et al., (2008) han demostrado
gue el aumento de temperatura esta directamente relacionado con la recuperacion de
compuestos bioactivos (polifenoles), principalmente por el aumento de la solubilidad que a su
vez aumenta el movimiento de solutos en los sitios activos de la célula y reduce la fuerza de los
enlaces de hidrégeno, disminuyendo la energia necesaria para romper las interacciones matriz-

soluto.
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Rendimiento de la actividad antioxidante FRAP en extractos de bracteas de alcachofa

Se realiz6 la evaluacion de la actividad antioxidante en equivalentes de Trolox mediante el
método de (FRAP-Ferric reducing antioxidant power). Los resultados se sustituyeron en la
ecuacion de la curva de calibracion determinada para Trolox (de 50 a 600 umol ET/g) expresada
como equivalentes Trolox/gramo en base humeda (Figura 40).
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Figura 40. Comparacion de los rendimientos de la actividad antioxidante por el método FRAP
en (umol ET/g) (p<0.05).
Donde: el ensayo (1, 2y 3) fue a 20°C, (4, 5,y 6) a40°C y (7, 8 y 9) a 60°C, las condiciones de
extraccion para cada uno de los ensayos se detallan en el cuadro 10, cada barra es la media de

tres determinaciones.

El mayor rendimiento fue para los ensayos a 60°C con una tendencia muy similar a los
rendimientos de fenoles totales, en el caso de los ensayos a 20°C y 40°C se tuvieron
rendimientos relativamente bajos. El mejor rendimiento fue para el ensayo numero 9
correspondiente a las condiciones (agitacion 500rpm, proporcion solido liquido 1:35, tamafio de
particula 2mm a 60°C). Las altas temperaturas pueden movilizar ciertos antioxidantes y
promover la posible descomposicion concurrente de los que ya se movilizaban a temperaturas
mas bajas, sin embargo, la tasa de extraccion de antioxidantes térmicamente estables a

temperaturas elevadas es mayor que la tasa de descomposicién de antioxidantes menos
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solubles, lo que explica la actividad antioxidante relativamente alta en extractos preparados a
temperaturas de 60°C.

Rendimiento de la actividad antioxidante ABTS en extractos de bracteas de alcachofa

Se realiz6 una segunda determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS (2,2-
Azinobis-3-Etilbenzotiazolin-6-Acido Sulfénico). Los resultados se obtuvieron por una curva de
calibracion determinada para Trolox (de 50 a 600 umol ET/g) expresada como equivalentes
Trolox por g en base hiumeda (Figura 41).
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Figura 41. Comparacién de los rendimientos de actividad antioxidante por el método ABTS en
(umol ET/g) (p<0.05).
Donde: el ensayo (1, 2y 3) fue a 20°C, (4, 5,y 6) a40°C y (7, 8 y 9) a 60°C, las condiciones de
extraccion para cada uno de los ensayos se detallan en el cuadro 10, cada barra es la media de

tres determinaciones.

Los resultados obtenidos indicaron que la temperatura fue el principal factor en la determinacion
de actividad antioxidante de los extractos de bracteas de alcachofa, los radicales ABTS
implicaron que la extraccion a temperaturas de 60°C aseguraron la recuperacion de compuestos
con mayor capacidad antioxidante que los extractos a temperaturas inferiores de 20 y 40°C,
Martinez. (2016) utiliz6 el disefio de Taguchi L8 (27) a diferentes condiciones de extraccion
obteniendo como mejores rendimientos 84.67 umol ET/g, los cuales resultaron relativamente

bajos en comparacion con los de este estudio con 474.03 umol ET/g, posiblemente se deba a
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que Martinez. (2016) utilizo temperaturas de 25°C y 50°C con tiempos de extraccion de 30 min a
90 min.

3.3.4. Principales efectos en la extraccién de bracteas de alcachofa por el andlisis de

Taguchi

Se aplicé el disefio experimental correspondiente a las sefiales de ruido (S/R), con el criterio de
“la mayor es mejor” del método de Taguchi de arreglo ortogonal L9 (34), fue usado en el analisis
de los factores que afectaron los rendimientos en la extraccion de fenoles totales y rendimientos
de la actividad antioxidante (Figura 42). Se obtuvieron los valores de sefal/ruido (S/R) (Cuadro
12) y se realiz6 un analisis de varianza (Cuadro 13).

Cuadro 12. (S/R) de los rendimientos de extraccion, bajo diferentes condiciones de extraccion,
segun el arreglo ortogonal L9 (3%) de Taguchi.

Corrida Rendimiento (S/R) Rendimiento (S/R) Rendimiento (S/R)

o] Fenoles Actividad Actividad
Ensayo Totales (mg Antioxidante Antioxidante
GAE/g) FRAB ABTS
(umol ET/g) (umol ET/g)
1 11.9+0.09 21.51 20.65+ 0.06 26.29 56.78+ 0.39 35.08
2 15.7+0.01 23.91 22.22+0.51 26.93 70.14+ 0.08 36.91
3 17.5+0.03 24.86 25.60+ 0.19 28.16 94.78+ 0.85 39.53
4 26.3+ 0.05 28.39 46.07+ 0.10 33.26 175.14+ 0.18 44.86
5 20.5+ 0.07 26.23 41.78+ 0.31 32.41 177.14+ 1.13 44.96
6 32.6+0.01 30.26 47.79+ 0.36 33.58 195.90+ 0.61 45.84
7 43.2+ 0.01 32.70 93.63+ 0.21 39.42 474.03+ 0.68 53.51
8 39.2+ 0.01 31.86 99.36+ 0.25 39.94 507.35+ 0.19 54.10
9 45.5+ 0.06 33.16 112.57+ 0.59 41.02 511.60+ 0.68 54.17

Con una n=10 y (p<0.05). Donde: (S/R) Sefiales de ruido S/N, (FRAB y ABTS) Actividad
antioxidante y (FT) Fenoles totales.

63



Cuadro 13. Andlisis de varianza para fenoles totales y actividad antioxidante

Fenoles Totales

GL SC CM R2 s F P

2 115.8 576.9 91.30% 4.280 31.49 0.001
Actividad antioxidante FRAP

2 9,950.90 4,975.40 97.82% 6.078 134.66 0.000
Actividad antioxidante ABTS

2 290,598 145,299 93.37% 17.57 470.71 0.000

Donde: GL son los grados de libertad, SC es la suma de cuadrados, CM son los cuadrados

medios, R2 es la R cuadrada, s es el error estandar y P nivel de confianza (<0.05).
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Figura 42.Valores sefial/ruido (S/R) para cada factor y sus interacciones con el Rendimiento de
fenoles totales a), Rendimiento de la actividad antioxidante FRAB b) y Rendimiento de la
actividad antioxidante ABTS c).
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El disefio de Taguchi permitié estudiar correlaciones entre cuatro factores de control, valores
promedio y variables de caracteristica efectiva para proponer un sistema 6ptimo. Utilizando las
sefiales de ruido S/R para el andlisis de los datos experimentales, se habilité establecer méas

facilmente la combinacién 6ptima de parametros.

Efecto de la temperatura

Este factor tuvo el efecto principal en la extraccion, al haber obtenido el mayor valor de
sefial/ruido (S/R). Con mayores rendimientos en fenoles totales y rendimientos de actividad
antioxidante. Por su parte, Zuorro et al., (2016) evaluaron el factor temperatura en el rango de
40 a 60°C y encontraron que éste fue significativo en el proceso de extraccion de compuestos
fendlicos, asi como Joki¢ et al., (2012); Paunovi¢ et al., (2014); Cavdarova y Makris., (2014),
encontraron mayor eficiencia de extraccion de polifenoles totales a temperaturas de 45, 50°C y
60°C; sin embargo, la extraccibn a altas temperaturas, si bien mejora el rendimiento de
extraccion, en algunos casos podria provocar una degradacion de compuestos fendlicos
(Martinez., 2016; Silva et al., 2007; Zuorro et al., 2014).

Efecto de la velocidad de agitacion

El efecto de la velocidad de agitacion obtuvo valores de sefal/ruido (S/R) menos pronunciados
que el efecto de la temperatura, favoreciendo las variables de rendimiento de fenoles totales y
actividad antioxidante. Jurinjak et al., (2016) evalu¢ tres diferentes velocidades de agitacion para
la extraccion de polifenoles y antioxidantes a 250, 500 y 750 rpm con base en el disefio de la
matriz ortogonal de Taguchi, resultando mayores rendimientos de extraccién en la velocidad de
agitacion de 500 rpm. En este estudio se utiliz6 un tanque con agitacibn mecanica, que
proporciond un mecanismo dinAmico que permitié la ruptura de una gran parte de las células del
vegetal, ayudando posiblemente a difundir los componentes al exterior a través de las paredes

celulares (Treybal., 1998).

Efecto del tamafio de particula

No presento un efecto principal en la extraccion, al haber obtenido un bajo valor de sefal/ruido
(S/R), no interfirié en los rendimientos de extraccion de fenoles y actividad antioxidante, por lo
que se considerd que los tamafios de particula utilizados en este estudio fueron muy cercanos
entre ellos. Estudios previos han demostrado que los mejores rendimientos de polifenoles se
consiguen al trabajar con particulas finas, muy probablemente debido al aumento en la superficie
de intercambio y la disminucién de la longitud de la trayectoria necesaria para que el soluto llegue
a la superficie, lo que ayuda a reducir el tiempo de extraccion (Escribano y Santos., 2003; Mafart

et al., 1992; Pinelo et al., 2006) citados por Silva et al., (2007). Sin embargo también un tamafio
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de particula extremadamente pequefio como la pulverizacion, puede crear problemas como
obstruccidn, dificil filtracion, dificil separacion de fases, aglomerados secos, extraccion desigual
etc. (Angelov et al., 2015).

Efecto de larelacién sélido-liguido (m/v)

No presento un efecto principal en la extraccion, al haber obtenido un bajo valor de sefial/ruido
(S/R). La relacion materia prima/solvente no interfiri6 en los rendimientos de extraccion de
fenoles y actividad antioxidante. Posiblemente porque las proporciones que se plantearon en
este estudio fueron muy estrechas, por lo que usar cualquiera de ellas no cambiaria la cantidad
de fenoles extraidos. Zuorro et al., (2016) mencionaron que el aumentar el tiempo de extraccion
seria mas eficaz que aumentar la relacion del sélido-liquido, a lo cual coincide Silva et al., (2007)
quienes mencionaron que el impacto de la relacion sélido-liquido en la extraccion de polifenoles
no tuvo diferencia estadisticamente significativa entre las relaciones y que cualquiera que fuera
la razon elegida en cierto rango de proporcion, la cantidad de compuestos polifendlicos extraidos
seguiria siendo la misma. (El Seoud., 2009; Zuorro et al., 2014) han estudiado el efecto que
tienen algunos tipos de solvente en la extraccion de polifenoles como el agua, la cual denominan
promotora efectiva de hinchazdén por su baja viscosidad y polaridad, por lo tanto puede plantearse
la hip6tesis de que el efecto de la proporcion del sélido, en parte se debe a la hinchazén del tejido

vegetal de la alcachofa facilitando la extraccion de polifenoles.

3.3.5. Andlisis de compuestos polifenélicos por UPLC

Se inyecto extracto de bracteas de alcachofa del tratamiento a 60°C (Figura 43) usando el modo
de adquisicion MS en modo de baja energia, para encontrar los iones precursores de las
moléculas, y el modo de alta energia, para realizar la confirmacion de las moléculas por su patron
de fragmentacion (Figura 44). Se observo en la figura 43 la deteccion de diversas sustancias
guimicas en el extracto de alcachofa con tiempos de retencion de 19.49 a 22.67 minutos,
posteriormente transcurridos 33.58 minutos se volvié a detectar otro paquete de sustancias hasta
el minuto 44.49 y finalmente otra respuesta hasta los 56.91 minutos. Tiempos de retencion muy

similares para el caso de la figura 44 con el canal de adquisicion BPI de alta energia.
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Figura 43.Cromatograma del extracto de bracteas de alcachofa usando canal de adquisicién

BPI de baja energia.
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Figura 44. Cromatograma del extracto de bracteas de alcachofa usando canal de adquisicién
BPI de alta energia.

Se realiz6 la extraccion del cromatograma y se detect6 el tiempo de retencion de sustancias en
el minuto 35.65 para el peso molecular de 353.2 m/z (Figura 45). El espectro del 353.2 m/z en
alta energia (Figura 46) permiti6é la deteccion de los iones moleculares presentes en el tiempo

de retencién de 35.65 minutos.
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Figura 45. Cromatograma del extracto de bracteas de alcachofa usando canal de adquisicion
353 m/z de baja energia.
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Figura 46. Espectro Ms del lon molecular usando canal de adquisicion 353.2 m/z de alta
energia en el tiempo de retencion de 35.65 minutos.

El grupo de sustancias con peso molecular de 353.2 m/z en el minuto 35.65, no representd una
poblacion significativa del total de las sustancias detectadas en el cromatograma de la figura 45
y 46, pero en el espectro MS 353.2 m/z tuvo mayor abundancia con respecto a otros iones
cercanos de la region. El ion 353.2m/z se identificé tentativamente como un derivado de los
acidos hidroxicindmicos del tipo mono-acido cafeoilquinico, coincidiendo con (Abu et al., 2013;
Piston et al., 2014; Gouveia y Castilho., 2012; Schutz et al., 2004; El Senousy et al., 2014). El ion
354.2 m/z se ha encontrado presuntivamente como acido neoclorogénico también clasificado
dentro de los &cidos hidroxicinamicos coincidiendo con (Fritsche et al., 2002). El 311.2 m/z fue

presuntivamente identificado como tebaina un alcaloide. El ion 341.3 m/z se identificd
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tentativamente como apigenina-7-O-glucésida perteneciente a las flavonas, coincidiendo con
(Abu et al., 2013; Gouveia y Castilho., 2012; Schutz et al., 2004; El Senousy et al., 2014). El
341.2 m/z se identific6 presuntivamente como cafeoil-hexdsida también perteneciente a los
hidroxicinamicos coincidiendo con (Abu et al., 2013). Se demostrd que existe gran variedad de
sustancias en el extracto de alcachofa muchas de ellas a la fecha no identificadas, pero en mayor

abundancia se presentaron los derivados de los &cidos hidroxicindmicos.

Se realizd la extraccién del cromatograma (Figura 47)y espectro del 269.3 m/z en alta energia
(Figura 48).
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Figura 47 Cromatograma del extracto de bracteas de alcachofa usando canal de adquisicién
269.3 m/z de baja energia.
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Figura 48. Espectro Ms del lon molecular usando canal de adquisicion 269.3 m/z de alta
energia en el tiempo de retencion de 42.87 minutos.
El'ion 269.3 m/z tuvo mayor abundancia en el tiempo de retencion de 42.87 minutos, lo que indicé

presencia tentativa de apigenina derivada del tipo flavona. El ion 285.2 m/z se identificd
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tentativamente como luteolina derivada de las flavonas y 299.2 m/z se identific6 como &cido

salicilico O-hexdsido, coincidiendo con Abu et al., (2013) y El Senousy et al., (2014). Las

sustancias de mayor presencia identificadas presuntivamente en el espectro fueron los derivados

de los flavonoides, aunque se identificaron otras de origen agroquimico como el metolaclor en

255.2 y 283.2 m/z. Asi como el 4cido mefenamico en 241.2 m/z inhibidor de la sintesis de

prostaglandinas y ciclooxigenasas.

Se realizé la extraccion del cromatograma (Figura 49) y espectro del 285.2 m/z en alta energia

(Figura 50).
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Figura 49. Cromatograma del extracto de bracteas de alcachofa usando canal de adquisicion

285.2 m/z de baja energia.
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Figura 50. Espectro Ms del lon molecular usando canal de adquisicion 285.2 m/z de alta

energia en el tiempo de retencion de 30.80 minutos.

Se observo en el cromatograma una gran cantidad de sustancias en el minuto 30.80, ahi se

realiz6 el espectro Ms para la determinacion de algunas de ellas. El ion 285.2 m/z y 269.2 m/z
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se identificaron presuntivamente como luteolina y apigenina ambos derivados de los flavonoides
coincidiendo con El Senousy et al., (2014) y Abu et al., (2013). El 176.9 m/z se identificd
tentativamente como anhidrido bromomaleico y para el caso del 178.9 m/z 'y 180.9 m/z no fueron
identificados.

3.3.6. Modelacion de la extraccion

Modelos exponenciales

Previamente se explicé que las cinéticas de extraccion a temperaturas de 20, 40 y 60°C,
mostraron diferencias, donde los rendimientos fueron mayores a 60°C. Dentro de los modelos
evaluados se propusieron los modelos exponenciales (Figura 51). Estos se realizaron sobre el
ensayo numero 8 ya que fue el que mostré mejor comportamiento del monitoreo en linea.
Modelo 1: y = k1 = e¥?*t, coeficientes k1 y k2

Modelo 2: y = e*2*t, coeficiente k2

Modelo 3: y = k1 * ek2+t" coeficientes k1 , k2 yn

Donde: y correspondio a la concentracién, mientras que t al tiempo.
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Figura 51. Correlacion para el ensayo 8 modelos 1 a 3.

Los modelos 1 y 2 mostraron un comportamiento alejado de los datos experimentales, mientras
gue el modelo 3 fue el que presentd un comportamiento mas préximo. Esto se puede comprobar

en los valores de SSE y R?, donde el R? fue mayor para el modelo 3 y tuvo el valor SSE mas
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bajo, mostrando una mejor concordancia con los datos, aunque alejada para ser considerado un

modelo que concuerde con los resultados experimentales (Cuadro 14).

Cuadro 14. Valores de correlacién para modelosl a 3

Correlacién Modelo SSE RMSE R2 k1l k2 n
Modelo 1 y =kl x* ekt 3.74E+10 1381 0.412237721 7894 0.00111

Modelo 2 y = ekzxt 1.93E+12 9925 29.33943187 5.72

Modelo 3 y=klx ehk2xt™ 1.33E+10 823 0.791282186 0.02368 12.07 0.01381

Donde SSE: Suma de cuadrados del error, RMSE: Error cuadratico medio y R?: Coeficiente de

correlacion, K1, k2 y n constantes de los modelos.

Modelo de Peleg y Page

Dentro de los modelos empiricos comiunmente empleados en la extraccion sélido-liquido, se
encuentra el modelo de Peleg (4) y el modelo de Page (5). Estos fueron utilizados para la
descripcién del proceso de extraccion. La lista de pardmetros cinéticos estimados, los
coeficientes de correlacion y los errores cuadraticos medios para el ensayo 8 a 60°C se observan
en el cuadro 15. La aplicacion de estos modelos a los datos experimentales obtuvieron las

correlaciones de la figura 52.

Modelo 4: y = , Coeficientes k1y k2

t
K1+K2.t

Modelo 5: C = Ce(1 — e *?*t) | coeficiente k2

Donde: y correspondio a la concentracién, Ce a la concentracion en el equilibrio y t al tiempo.
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Figura 52. Correlacién para el ensayo 8 modelos 4y 5.

Los modelos 4 y 5 presentaron un comportamiento préximo a los datos experimentales, en los

cuales se observaron valores de R? altos y con valores SSE bajos.

Cuadro 15. Valores de correlacién para modelos 4 y 5.

Correlacién Modelo SSE RMSE R?
Modelo 4 7.50E+08 195 0.9882
_ t
Y = ooo1ass+8832e—57¢
Modelo 5 C = 1.044e4(1 — e~0-03779+)) 5.93E+08 173 0.9906

Donde SSE: Suma de cuadrados del error, RMSE: Error cuadratico medio y R?: Coeficiente de

correlacion, K1 y k2 constante de los modelos.

Modelo de Sherwood y Simpson

Posterior a modelar con modelos empiricos de Page, se decidi6 modelar con el modelo de
Simpson et al., (2016) ya que ellos dieron significado a cada parametro de la ecuacion de Page,
donde n es constante e independiente de la temperatura, debido a que esta relacionada con la
microestructura del material del alimento y k con la geometria de la muestra. El modelo de

(Sherwood., 1931), también difiere del modelo de Page.
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Las correlaciones se realizaron para el ensayo 8 y fueron obtenidas por el modelo de Sherwood
(6) y modelo de Simpson (7) (Figura 53).

Modelo 6:C = Ce(1 — kle *?*t), coeficientes k1 'y k2

Modelo 7: C = Ce(1 — kle~*2*t™) coeficientes k1,k2 y n

Donde: C correspondi6 a la concentracion, Ce a la concentracidon en el equilibrio y t al tiempo.

10000 |
a000 1
Datos experimentales
Madela &
< L _
2 6000 Ilodelo 7
4000 .
2000 .
|:| 1 1 ] 1 1 1 1
50 10 150 200 250 300 350
Tiernpo (minutas)

Figura 53. Correlacién para el ensayo 8 modelos 6y 7.

Los modelos 6 y 7 mostraron una correlaciéon mejor que los modelos comunmente empleados.
Aunque ambos modelos presentaron un excelente acercamiento a los datos experimentales, el
modelo 7 de Simpson, presento una R? alta y con un valor de RSME muy bajo comparado con
el modelo 6 (Cuadro 16). Indicando que el modelo 7 fue el mejor modelo para la descripcion del

proceso de extraccion sélido-liquido.
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Cuadro 16. Valores de correlacién para modelos 6y 7.

Correlacién Modelo SSE RMSE R?
Modelo 6 C = 1.047e4(1 — 0.9335¢~003481xt) 4.29E+08 147 0.9932
Modelo 7 C = 1.056e4(1 — 1.076¢ 7009035 <¢°7*%) 7.62E+07 62 0.9988

Donde SSE: Suma de cuadrados del error, RMSE: Error cuadratico medio y R2: Coeficiente de correlacion,

K1, k2 y n constantes de los modelos.

Los residuales del modelo de Sherwood (6) y modelo de Simpson (7) (Figura 54).
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Figura 54. Residuales de los modelos 6y 7

Se observaron residuales menores en el modelo de Simpson (7) comparado con el modelo de

Sherwood (6).

Modelo de Simpson

De los siete modelos probados, el modelo de Simpson et al., (2016) correlacion6 exitosamente
el proceso de extraccion, ya que modelos empiricos como el modelo de Page (Simal et al., 2005)
confirmaron que es una ecuacion adecuada y no un modelo verdadero, surgido de una mala
interpretacion de la segunda ley de Fick (Simpson et al., 2016). Por lo que el modelo de Simpsom
resuelve la difusion anémala mediante célculo fraccional, teniendo similitud con el modelo de

Page. Se correlacionaron los ensayos 7, 8 y 9 correspondientes a 60°C (Figura 55), no fue
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necesario correlacionar los ensayos a 20 y 40 °C ya que no mostraron comportamientos de
equilibrio y los rendimientos fueron muy bajos.
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Figura 55. Correlacién para ensayo 7, 8 y 9 modelo de Simpson.

El modelo de Simpson tuvo una buena correlacién con los ensayos de 60 °C, al presentar una
R? alta y un RMSE baja. Para el caso del ensayo 8 se obtuvo una excelente correlacién en los

datos, al presentar el mas bajo RMSE (Cuadro 17). Los residuales se muestran en la figura 55.
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Figura 56. Residuales del ensayo 7,8 y 9 modelo de Simpson.

Los residuales mostraron que los datos fueron muy consistentes al presentar un comportamiento

en linea de manera horizontal con poca variabilidad.

Cuadro 17. Valores de correlacion para ensayos 7,8y 9.

Ensayo Modelo SSE RMSE R?
7 3.29E+08 129 0.9992
C = 2.715e4(1 — 1.02¢~0-08062 +°7*7y
8 C = 1.056e4(1 — 1.0760:09035+ *7¢%¢y  7.62E+07 62 0.9988
9 C = 1.795e4(1 — 1.1586¢ 01813 *t°'67°5) 1.68E+09 291 0.9866

Donde SSE: Suma de cuadrados del error, RMSE: Error cuadratico medio y R? Coeficiente de

correlacion, K1, k2 y n constantes de los modelos.

Se realizé una comparacion a diferentes temperaturas para la obtencién de pardmetros

termodinamicos.
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Las correlaciones se realizaron por el modelo de Simpson, para ensayos a 50, 60 y 70°C (Figura

57) y los residuales del modelo (Figura 58).
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Figura 57. Correlacién para los ensayos a 50, 60y 70 °C.
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Figura 58. Residuales de los ensayos a 50, 60 y 70°C.

El modelo de Simpson mostré correlaciones por arriba de 0.99 para los tres ensayos (Cuadro

18), pero dado que el valor de (n) depende de la microestructura del material vegetal, Simpsom
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et al., (2017) busco un valor Unico para (n) en las diferentes temperaturas, al igual que la
constante K1 la cual referencia la geometria de la muestra. Tomando los tres modelos del cuadro
18 y promediando estas variables, (n) fue igual a 0.9209 mientras que K1 a 1.01608, re-
calculando las correlaciones se obtuvieron los siguientes modelos (Cuadro 19).

Cuadro 18. Valores de correlacion por el modelo de Simpson.

Ensayo Modelo SSE RMSE R?

? 3.74E+08 168 0.99843
C = 179934‘(1 —0.9262¢70:01334 *t1-134)

60 C = 1.886e4(1 — 0.9813¢~003926+t"°°*y 2 80E+08 145 0.99834

70 C = 3.099e4(1 — 1.143e702479+¢"%*7y  1.23E+09 306 0.99575

Donde SSE: Suma de cuadrados del error, RMSE: Error cuadratico medio y R?: Coeficiente de

correlacion, K1, k2 y n constantes de los modelos.

Cuadro 19. Valores de correlacion por el modelo de Simpson con ny K1 constantes.

Ensayo Modelo SSE RMSE R?
50 1.12E10 923 0.96153

C = 1.829¢4(1 — 1.01608¢~ 0:03265+t°72%%

60 C = 1.894e4(1 — 1.01608¢~0:06405+t*?***y = 1.01E09 277 0.99579

70 C = 3.01e4(1 — 1.01608¢~0-08256+t°7* y  6.88E08 228 0.99593

Donde SSE: Suma de cuadrados del error, RMSE: Error cuadratico medio y R? Coeficiente de

correlacion, K1, k2 y n constantes de los modelos.

3.3.7. Estudio termodinamico

La influencia de la temperatura en la velocidad de extraccion inicial se evalué usando la Ec. 17

de Arrhenius.

Ea
K =A.e RT Ecuacion 17
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Donde: K representa la velocidad de extraccion, A es la constante de Arrhenius, R la constante

universal de los gases, Ea la energia de activacion y T la temperatura.

De la correlacion gréfica entre Ln(k2) con respecto a 1/(R = T) se obtuvo la energia de activacion
(Ea) del proceso de extraccion y la interseccion fue la constante de Arrhenius (Figura 59). Los
parametros termodinamicos de activacion se calcularon usando las Ec. 18, 19 y 20, segun la

teoria de transicion.

rr As* .,
A= T Ecuacion 18

AH* = Ea — R.T Ecuacion 19
AG* = AH* — T.AS* Ecuacion 20

Donde: N es el nimero de Avogadro, h es la constante de Planck, AS*es la entropia de
activacion, AH*es la entalpia de activacion y AG* es la energia libre de activacion o energia libre
de Gibbs.

In(k)
3.6 3.4 3.2 3 2.8 2.6 2.4 2.2 2
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0:000345

. 0.00035 -

0.000355 -
e

& 0.00036 -
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(]

0.000365 -

y = -2.19874E-05x + 2.97731E-04
R? = 9.44272E-01 0.00037 -
*
0.000375 -

Figura 59. Ecuacion linealizada de Arrhenius en un rango de 50 a 70°C.

La energia de activacion calculada fue de 2.19874E-05 kJ mol?, de acuerdo con los resultados
obtenidos, los valores negativos de la entalpia de activacion (AH) indicaron que el proceso fue
exotérmico y que no requirié6 de una fuente externa de energia para su estado de transicion.
Considerando que los valores de la entropia, fueron negativos en las condiciones
experimentales. Los valores negativos de la entropia de activacion (AS) pueden surgir como

resultado del mecanismo de asociacion de las moléculas reaccionantes, puede ser que los
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grados de libertad se perdieron o disminuyeron debido a la formacion del estado activado a partir
de los reactivos, lo que significa que las especies reaccionantes se unieron para formar la
transicion de estado durante el proceso de extraccion, teniendo asi un estado méas ordenado en
la estructura del estado fundamental (Borsato et al., 2014). La energia libre de Gibbs (AG) se
usoO para determinar la espontaneidad del proceso de extraccion para todas las temperaturas
probadas. Los valores positivos indicaron que los procesos de extraccion fueron endergonicos y
no espontaneos, la energia libre de Gibbs fue mayor en los ensayos a 50 °C (323.15 °K), lo que
sefalé que a menor temperatura mayor requerimiento de energia para la extraccién, y a mayor
temperatura de extraccién se requiere emplear menos energia para realizar el proceso, pero
considerando que a 60 °C (333.15 °K) y 70 °C (343.15 °K) la energia libre de Gibbs empleada en
el proceso de extraccion resulté muy cercana, revelé que a 60 °C seria la mejor temperatura
empleada para el proceso de extraccion al ser la mas viable en cuanto al consumo de energia
(Cuadro 20).

Cuadro 20. Parametros termodinamicos para analisis de la extraccién solido-liquido.

Extracto Ea/kJ moll  T/°C T/°K AH/ kJ molt  AS/Jk'mol! AG/kJ mol?

Bracteas 50 323.15  -2686.8216 -313.0954  9.84900E+04
de 2.19874E-05 60 333.15  -2769.9663 -313.3488 1.01622E+05
alcachofa 70 343.15  -2853.1110 -313.5947 1.04757E+05
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3.4.

CONCLUSIONES

Los mejores rendimientos y tiempos de extraccién de acuerdo con la maxima intensidad
de deteccion de sustancias bioactivas por el monitoreo en linea, fue para los ensayos a
60°C.

Los extractos de bracteas de alcachofa tuvieron mayor actividad antioxidante y mayores
rendimientos de fenoles totales en los ensayos a 60°C.

De acuerdo con el andlisis de la matriz ortogonal de Taguchi, el principal efecto en los
rendimientos de extraccion de fenoles totales, actividad antioxidante y tiempos de
extraccion fue la temperatura. Con el mismo andlisis se determinaron las condiciones de
operacion en el proceso de extraccidon (60°C, 500rpm, relacion sélido-liquido 1:35 y
tamafio de particula 2mm). Demostrando que un analisis de factores influyentes puede
proporcionar informacién util sobre los efectos de las variables del proceso en la
extraccion de polifenoles de bracteas de alcachofa.

Con el andlisis de masas se determinaron algunas de las sustancias presuntivas del
extracto de bracteas de alcachofa de la cuales en su mayoria fueron, derivados de los
acidos hidroxicinamicos y flavonas como sustancias mas abundantes y caracteristicas de
la alcachofa.

Basandose en la comparacién de los valores obtenidos por los coeficientes de correlacion
y los errores cuadraticos medios, el modelo de Simpson fue el que mejor se ajusté para
la descripcion de los datos experimentales del proceso de extraccion.

El estudio termodinamico indicé que los procesos de extraccion fueron exotérmicos,
endergbnicos y no espontaneos. A mayor temperatura empleada para la extraccion,
menor energia requerida para llevar a cabo el proceso de extraccion de bracteas de
alcachofa. Considerando que altas temperaturas degradan los polifenoles del extracto de
alcachofa la temperatura que mas beneficia al proceso de extraccion de acuerdo al

estudio termodinamico es la de 60°C.
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ANEXO |

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales y equipos

Se utilizaron alcachofas de la variedad blanca de Tudela, de los sembradios de la PyME “Siempre
alcachofa” ubicados en la privada 16 de Septiembre s/n San Andrés Riva Palacio, municipio de
Texcoco Estado de México, Cp. 56200. Los equipos utilizados en la experimentacion se listan en
el cuadro 21.

4.1.2. Almacenamiento, lavado y seleccion de la alcachofa

Las alcachofas se cosecharon en un area de 3 x 3 m., se transportaron a temperatura ambiente
en bolsas de poli-estireno y se almacenaron forradas por individual con pelicula termo-encogible
de polietileno a - 4°C, para mantener de un 90 a 95% de su humedad, hasta su posterior uso
(Norma Técnica Ecuatoriana-INEN-1977:2003).

Las alcachofas fueron sumergidas durante 15 minutos en agua purificada con perdxido de
hidrogeno al 4% (Figura 60), para eliminar la contaminacion biologica directamente desde el
campo, posteriormente se escurrieron hasta secarse. Una vez en mesa de laboratorio, se
seleccionaron de acuerdo a su peso (180 g), circunferencia (25cm), diametro (7.95 cm) vy color.
Se eliminaron unidades dafadas y de calidad pobre, con base en su apariencia fresca y olor
caracteristico de acuerdo con la NOM-251-SSA1-2009.

Figura 60. Lavado y seleccién de la alcachofa.
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Cuadro 21. Equipos utilizados para la experimentacion

EQUIPO

MARCA Y MODELO

Balanza

Balanza analitica
Espectrofotémetro

Flujometro

Pirébmetro

Malla # 100 equivalente a 149 um
Membrana de microfiltracion

de fibra hueca de poliéster sulfona

de 0.05 um

Detector UV-Vis C-640
UPLC Acquity

Mezclador digital ultra compacto

OHAUS SCOUT PRO

OHAUS EXPLORER

UV PERKIN ELMER LAMBDA 35
COLE-PARMER # 32908-44
TIMESWITCH-SERIE 901/401
DAIGGER SCIENTIFIC
FIBERFLO

BUCHI
CLASE | XEVO QTOF G2-XS
COLE-PARMER

Tanque agitado (acero 304 ) DISENO ECONOMICO

Bomba peristaltica, modulador de MASTER FLEX
velocidad y cabezal
Lector de micro-placas de SYNERGY-BIOTEK

deteccion multiple

4.1.3. Extraccion convencional
Se utilizaron tres cabezas de alcachofa con didametro de 7.95 cm y peso de 180 g., cada una de
ellas fue partida en trozos no uniformes, posteriormente se tomé la cantidad de 100g y se mezclé
con 2000g de agua purificada. La extraccion se llevé a cabo en un recipiente de plastico sellado,

con agitacion a 300 rpm y temperatura a 20+3° C durante 8 horas en una incubadora de agitacion.

4.1.4. Extraccion para la evaluacion del sistema de extraccion
Se utilizaron las bracteas de tres cabezas de alcachofa con diametro de 7.95 cm y peso de 180
g., las cuales fueron cortadas en trozos de 5X5 cm. Los ensayos se realizaron a diferentes
velocidades de agitacion (295, 395 y 465 rpm), con relaciones solido-liquido de (1:5, 1:20 y 1:25),
a temperatura de 20°C+3y con un tiempo de extraccion de 240 minutos. El registro de las lecturas
por espectrofotometro UV-Vis en (UA) del sistema embebido, fue cada minuto de manera manual
en las longitudes de onda de 200, 210, 325y 275 nm.
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4.1.5. Extraccion en el sistema de embebido.
De los ensayos de extraccion anteriores, se encontraron los factores y los niveles que influyeron
de manera principal en la extracciéon (Cuadro 22). Para determinar el orden y namero de
experimentos se emple6 el disefio L9 (3*) de la matriz ortogonal de Taguchi (Cuadro 23). Para

esto se utilizaron las bracteas de diez alcachofas con diametro de 7.95 cm y peso de 180 g.

Cuadro 22. Factores propuestos para la experimentacion

Factores Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Temperatura (° C) 20 40 60
Agitacion (rpm) 300 400 500
Tamario de particula (mm) 2 5 8
Relacién solido/liquido 1:20 1:35 1:50

Cuadro 23. Corridas experimentales por el arreglo L9 (3*) de la matriz ortogonal de Taguchi

Corrida Temperatura (° C) Agitacién Relacién Tamafo de
(rpm) sdélido/Liquido  particula
(9) (mm)
1 20 300 1:20 2
2 20 400 1:35 5
3 20 500 1:50 8
4 40 300 1:35 8
5 40 400 1:50 2
6 40 500 1:20 5
7 60 300 1:50 5
8 60 400 1:20 8
9 60 500 1:35 2

El muestreo de las nueve corridas experimentales, se llevé en intervalos de tiempo de (5, 10,15,
20, 25, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 300 y 360 minutos). Las variables de respuesta
fueron:

¢ Rendimientos de soélidos disueltos totales Yssomin €n (Mg extraidos/g solidos)
¢ Rendimiento de fenoles totales Yzsomin €n (Mg GAE/Q) y
¢ Rendimiento de capacidad antioxidante Yzsomin €n (umol ET/g) por FRAP y ABTS.

El registro de las lecturas por espectrofotometro UV-Vis en (UA) del sistema embebido, fue cada
segundo por el software a una longitud de onda de 200nm. La variable de respuesta fue

rendimiento de Y ssomin (UA/SGlidO).
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4.1.6. Perfil fitoquimico para la determinacion de metabolitos secundarios

Determinacion de alcaloides

Se tomd 1ml del extracto de alcachofa, posteriormente se adicion6é de 5 a 10 ml de acido
clorhidrico al 10%, luego se llevé a ebulliciébn por 5 min, se enfrié y se filtré. La preparacion se
hizo en 4 tubos de ensaye. Tubo 1: Reaccién de Dragendorff, 1 gota del reactivo, esta se
considera positiva cuando se forma un precipitado naranja. Tubo 2: Reacciéon de Mayer, 1 gota
del reactivo, se considera positiva cuando se forma un precipitado blanco. Tubo 3: Reactivo
Wagner, 1 gota del reactivo, se considera positiva cuando se forma un precipitado naranja. Tubo
4: Bco.

Determinacion de fenoles

El ensayo colorimétrico se realizé por el método de cloruro férrico (FeCls). Se agregd por goteo
la solucién de cloruro férrico, a 3 ml de extracto de alcachofa. Un cambio de color a azul oscuro
indica la presencia de fenoles o taninos pirogalicos (hidrosolubles); o un cambio verde oscuro
indica presencia de fenoles o taninos de tipo catecol (flavonoides o taninos condensados).
Determinacion de flavonoides

Se disolvi6é 0.5 ml del extracto de alcachofa en 2ml de etanol absoluto y se dividié en tres tubos.
Tubo 1. Bco. Tubo 2. Reaccién Shinoda, se adicion6é 2 gotas de &cido clorhidrico concentrado
(color rojizo presencia de auronas o chalconas). En caso de haber cambio, se coloca un trozo de
magnesio metalico, el cambio de (naranja a rojo presencia de flavonas, rojo flavonoles y si es
magenta indica presencia de flavononas). Tubo 3. Reaccién de hidroxido de sodio al 10%. Se
adiciond 3 gotas de hidroxido de sodio, la (coloracién amarilla a rojo indica presencia de xantonas
y flavonas, café a naranja de flavonoides, de purpura a rojizo de chalconas y azul de

antocianinas).

Determinacién de cumarinas

Céapsula de porcelana 1: reaccion de Erlich, se colocé 0.5 ml de extracto de alcachofa, se
concentré y se agreg6 2 gotas del reactivo de Erlich y 1 gota de acido clohidrico (Coloracion
naranja indica presencia de cumarinas). Capsula de porcelana 2: Reaccion de hidroxido de
amonio, se concentr6 el extracto y se adicioné 0.5 ml de etanol y 2 gotas de hidréxido de amonio

concentrado (positiva si se tiene coloracion azul-violeta).

Determinacién de azlcares reductores
Se utiliz6 2 ml del extracto de alcachofa, se midi6 su pH (en caso de ser necesario se adiciona
hidréxido de sodio al 10% para ajustarlo a 11), posteriormente se agrego en 2 tubos. Tubo 1.

Reaccion de Fehling, se adicion6 0.5 ml de solucién Fehling Ay 0.5 ml de Fehling B, mas 1 ml
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de agua destilada (Blanco). Tubo 2. Reaccion de Benedict, se adicioné 0.5 ml de reactivo
Benedict y 1 ml de agua destilada (Blanco). Tubo 3. Reaccion de Fehling, se adicioné 0.5 ml de
solucion Fehling Ay 0.5 ml de Fehling B, mas 1 ml de agua destilada y 1ml del extracto. Tubo 4.
Reaccion de Benedict, se adicion6 0.5 ml de reactivo Benedict y 1 ml de agua destilada y un 1ml
del extracto. Posteriormente los tubos se llevaron a bafio Maria durante 15 minutos, la prueba es

positiva si presenta una coloracion naranja indicando presencia de azlcares.

Determinacion de taninos

A 1ml de extracto de alcachofa se le adicioné 2 ml de agua destilada y 3 gotas de cloruro de
sodio al 2%. Se llevo a ebullicion por 1 minuto, se enfrié y filtr6, posteriormente se dividié en 4
tubos. Tubo 1. Reaccion con gelatina, se adicioné 2 gotas del reactivo gelatina (un precipitado
blanco indica presencia de taninos). Tubo 2. Reaccién de cloruro férrico, se adicioné 1 gota del
reactivo al 1% (la coloracion azul o negro indica presencia de derivados del &cido gélico y verdes
derivados del catecol). Tubo 3. Se agregdé 1 gota de ferrocianuro de potasio al 1% (la coloracion
azul indica presencia de componentes fendlicos). Tubo 4. Bco.

Determinacién de glicésidos cianogénicos

En un tubo se coloco 0.5 ml del extracto de alcachofa, maslml de &cido clorhidrico al 10% y 1
ml de cloroformo, se calent6 a bafio Maria y se coloc6 en la boca del tubo una tira de papel filtro
impregnado con reactivo de Grignard durante 3 horas (la formacion de una mancha rosa a roja

indica prueba positiva).

Determinacién de esteroides

Se evapor6 1 ml del extracto de alcachofa en capsula de porcelana y se adicion6 de 3 a 4 gotas
de cloroformo y se dejé secar al ambiente, posteriormente se adicion6 de 3 a 4 gotas de anhidrido
acético y acido sulfarico concentrado a la misma proporcién. Estos cambios de color indican, azul
o verde (esteroides), rojo, rosado o violeta (triterpenos), amarillo palido (esteroides o triterpenos

saturados).

4.1.7. Cuantificacion de fenoles totales
La técnica emple6 un lector de microplacas, primero se realizé la curva de calibracién (Figura
61), con la preparacion de una solucion stock de 1 mg/mL de acido galico con agua destilada
(Cuadro 24). A partir de esta disolucién tomar las alicuotas indicadas en el cuadro 1 y aforar a

1000 pL con agua destilada.
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Cuadro. 24 Diluciones.

Alicuotas de la Agua destilada | Concentracion
disolucion madre de (pL) final (ug mL™)

acido galico (pL)
25 975 6.25
50 950 125
75 925 18.7
100 9.00 25
125 8.75 31.2
150 8.50 37.5
175 8.25 43.7
200 8.00 50

y =43.998x - 0.0322
R?=0.9948
&

/

o

/

Absorbancia
© © o o o o o
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0 0.005

0.01

Concentracion GAE (mg/mL)

0.015

Figura 61. Curva de calibracion de acido gdlico para fenoles totales.

Con 25 L del estandar o muestra correspondiente, por triplicado, se le agregaron 125 uL de

agua destilada, 20 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu, después se agregaron 30 uL de solucion

de carbonato de sodio al 20 %, se dejé reposar por 30 minutos en la oscuridad. Posteriormente

se midi6 la absorbancia a 765 nm en un lector de microplacas de deteccion mdultiple

espectrofotébmetro UV-Vis Biotek (Figura 62). La concentracién de fenoles se calculé con base

en la curva de calibracion y se expres6 como mg equivalentes de acido galico/mL.
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Figura 62. Distribucion en microplaca recomendada para fenoles totales
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4.1.8. Cuantificacion de flavonoides

Se realizé la curva de calibracion con catequina (29 mg de catequina aforados a 1ml con metanol
al 80%) (Figura 63), posteriormente se coloc6 250 uL de la disolucién stock en un matraz aforado

de 25 mL y se afor6é con metanol al 80%. A partir de esta disolucidon se tomaron las alicuotas

indicadas en el cuadro 25, colocar como blanco 0.5 mL de metanol al 80%.

Cuadro 25. Diluciones.

Concentracion de EC en (mg. g-1)

Disolucién | Alicuotas de la disolucion | mL de metanol
std. stock de Trolox (uL) al 80%
1 20 980
2 50 950
3 100 900
4 200 800
5 400 600
6 600 400
7 800 200
8 1000 0
0.4
y =13.285x - 0.0084
0.35 R2 = 0.9986
0.3
2 0.25
c
©
2 0.2
3
2 015
0.1
0.05
0
0 0.005 0.01  0.015 0.02  0.025 0.03

Figura 63. Curva de calibracion de catequina para flavonoides totales.

Posteriormente en tubos falcon, se mezcl6 0.5 mL de extracto, blanco 6 0.5 mL de las diferentes
disoluciones de catequina con 2.5 mL de agua destilada y 0.15 mL de solucién de NaNO; al 5%.
Después de 6 minutos, se adiciono 300 pL de AICI; 6H,0 al 10 %. Se dejo reposar durante 5
minutos y enseguida se adicion6 1 mL de NaOH al 5%. Se agit6 la mezcla en vortéx (3000 rpm,
3 min). Se transfirié 200 pL de cada disolucion a los pozos de una microplaca (por cuadruplicado)
y se midio la absorbancia a 510 nm. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes

de catequina por gramo de muestra en base seca o himeda, segln sea el caso mg EC g™.
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4.1.9. Actividad antioxidante por el método 2,2-Azinobis-3-Etilbenzotiazolin-6-Acido
Sulfénico (ABTS).
Preparacion de la disolucion stock: Se peso6 12.5 mg de Trolox y se afordé a 50 mL (concentracion
inicial 0.25 mg mL™* = 250ug mL™) con metanol al 80% (Cuadro 26). A partir de esta disolucién
se tomaron las alicuotas indicadas en el cuadro 3 y se afor6 a 1mL. Posteriormente se realiz6 la
curva de calibracion (Figura 64).
Nota: La disolucion stock de Trolox se puede utilizar también para preparar la curva de

calibracion de los métodos DPPH y FRAP, porque la concentracion es la misma.

Cuadro 26. Diluciones.

Disl. | Alicuotas de la disolucion stock | L de metanol al 80% Concentracion
std. | de Trolox (uL) final (ug mL™)
1 50 950 125
2 100 900 25
3 150 850 375
4 200 800 50
5 300 700 75
6 400 600 100
7 500 500 125
8 600 400 150
1 y =0.0144x + 0.1383

R?=0.9958
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Figura 64. Curva de calibracion Trolox para ABTS.

En una microplaca se coloc6 20uL de la disolucion del extracto 6ptima o de trolox (con
micropipetas) y 180 microlitros de ABTS (con el inyector 2), y como blanco se agreg6 200 uL de

la disolucibn de ABTS (Figura 65). La disminucién de la absorbancia se registré a 734 nm
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después de 10 minutos. Con los datos obtenidos se generd una curva de calibracion de Trolox.
Con base en la ecuacion obtenida se determinaron los micro moles de muestra equivalentes a

trolox para capturar el radical ABTS.

50 100 | 150| 200 | 300 | 400 | 500 | 600
50| 100 | 150 200 | 300 | 400 | 500 | 600
50 100 | 150| 200 | 300 | 400 | 500 | 600
50 100 | 150 200 | 300 | 400 | 500 | 600
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Figura 65. Distribucién en microplaca recomendada para ABTS.

4.1.10. Actividad antioxidante por el método FRAP (Ferric reducing antioxidant
power)
Para la disolucion stock de Trolox: Se pes6 12.5 mg de Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid, PM 250.29) y se afor6 a 50 mL con metanol al 80 %. A
partir de esta disolucion se tomaron las alicuotas indicadas en el cuadro 3 y se afor6 a 1 mL.

Posteriormente se realiz6 la curva de calibracién (Figura 66).

y=0.0172x + 0.1236
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Figura 66. Curva de calibracion Trolox para FRAP.

En una microplaca de 96 pozos se colocaron las disoluciones de Trolox o dilucion éptima del
extracto (20 uyL). Posteriormente se agregd 180 uL de disolucién de FRAP en cada uno de los

pozos con el (inyector 2) y 60 L de agua destilada (inyector 1) para llegar a un volumen final de
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260 pL. Se us6 como blanco 260 pL de FRAP (Figura 67). En el protocolo de operacion del
equipo se programo una agitacion de 30 segundos y medicion a 595 nm.

Curva de Trolox {

50| 100 | 150 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600
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50 | 100 | 150 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600
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Figura 67. Distribucién en microplaca recomendada para FRAP.
4.1.11. Actividad antioxidante por el método 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

Se realiz6 una curva de calibracion a partir de una solucién stock (Figura 68), se prepar6 la
disolucién stock de DPPH con100 mL al 1mM DPPH en metanol al 80 % y disolucién stock de
trolox al 1ImM con 12.5 mg de trolox aforado a 50 mL con metanol al 80%. De las disoluciones
preparadas anteriormente, se tomaron las alicuotas indicadas en el cuadro 3 y se aforé a 10 mL
con metanol al 80 %.

Pruebas previas con el extracto:

Se hicieron pruebas para determinar la concentracion de extracto, que degradd
aproximadamente un 50 % del DPPH. Se utilizé el extracto puro, esto se hizo mezclando 200 pL
del extracto, con 50 L de la disolucién de DPPH. El color de la mezcla (después de 15 min)
debe ser rosa palido. Si la decoloracion ocurre antes de los 15 min y presenta un color amarillo
indica que se tiene una alta capacidad antioxidante, por lo tanto se deben hacer diluciones del
extracto, hasta encontrar la concentracion que proporcione una coloraciéon rosa palido. Nota: La
concentracion del extracto debe tener una lectura entre 0.25-0.30 de absorbancia.

En cada pozo de la microplaca se colocé 200 uL de las disoluciones de Trolox o del extracto de
alcachofa. Se us6 como blanco metanol al 80% (250 uL). En los pozos control se adicion6 200
ML de metanol al 80 %. Después se adiciond, usando los inyectores autométicos del equipo, 50
pL de la disolucién de DPPH (Inyector 2). Se adicion6 a todos los pozos con excepcion de los
gue contienen al blanco (Figura 69).

Nota: Control (200 uL de MeOH al 80% con 50 uL de DPPH. Bco (250 uL MeOH al 80%).

Se calcul6 el porcentaje de DPPH degradado de acuerdo a la ecuacion:

Am—Ab
Ac—Ab

%DPPHpegradado = |1 - | x 100

Donde:
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Am, Ab y Ac Representan las absorbancias de las diferentes concentraciones de la muestra,
blanco y control, leidas a 515 nm después de 30 minutos de reaccién con el DPPH.

El valor de Clso se calculd a partir de la grafica de DPPH degradado vs concentracion de la
muestra.

La capacidad antioxidante se expresa como micro moles equivalente de Trolox sobre gramo de

muestra seca 0 hiumeda, segun sea el caso.
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Figura 68. Curva de calibracion Trolox para DPPH.

Control 200 pL de
MeOH al 80% con 50
L de DPPH
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Figura 69. Distribucion en microplaca recomendada para DPPH.
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4.1.12. Sélidos disueltos totales (SDT)

Solidos disueltos totales por la técnica de peso seco, se colocardn capsulas de porcelana a peso
constante durante 24 horas a 100° C, posteriormente se tomaron 10g de extracto con pipeta
volumétrica y fueron depositados en las capsulas de porcelana a peso constante, estas se

llevaron a secar en un horno a 100°C y finalmente se pesaron las capsulas con la muestra seca.

4.1.13. Anélisis mediante espectrofotometria infrarrojo FT-IR
Se hiz6 un andlisis del extracto de bracteas de alcachofa, en un FT-IR con el accesorio ATR
universal (Reflectancia Total Atenuada), realizando un barrido de 4000 a 500 cm™ (Espectro

medio). Los extractos tuvieron tratamiento de microfiltracién y liofilizacion previo al analisis.

4.1.14. Anédlisis mediante espectrofotometria UV-Vis
Se hizo un analisis por UV-Vis del extracto de bracteas de alcachofa, en un espectrofotometro
UV-Vis, se realizd un barrido de 200 a 800 nm utilizando agua como blanco de referencia. Fue
necesario realizar diluciones del extracto (10, 102, 10®) para obtener absorbancias por debajo
de 1.

4.1.15. Anédlisis mediante espectrometria de masas UPLC

Se realizé un andlisis del extracto de bracteas de alcachofa por un UPLC con las siguientes
condiciones. El instrumento fue equipado con una columna Acquity HSS C18, 2.1x 100 mm, 1.8
um, a temperatura en columna de 40°C, un flujo de 0.4 mL/min. Utilizando una fase mévil A
(10mM Acetato de Amonio en agua) y fase movil B (Metanol). El gradiente se programé 0 min,
10% B y 90% A; 40 min, 90% de B y 10% de A; 55 min, 90% de B y 10% de A; 56 min, 10% de
By 90% de A; 60 min, 10% de B y 90% de A. Con un tiempo total de la corrida de 60 min y con
un volumen de Inyeccion de 10 uL. Los espectros de masas fueron adquiridos con un intervalo
de exploracién de m/z de 100 a 1000. Las condiciones del sistema MS (Xevo QTof G2-XS); Modo
de fuente de ionizacion por electrospray (ESI Negativo); Voltaje del capilar (1.5 kV); Temperatura
de desolvatacion (550°C); Flujo del gas de desolvatacion (1000L/h); Voltaje del cono (40V).

4.1.16. Andlisis estadistico

e Se utilizd MINITAB 16 Statistical para andlisis del disefio L9 (3*) de la matriz ortogonal de
Taguchi.

e Se realiz6 un analisis de varianza con diferencia estadistica (p<0.05). Se us6 la prueba
de Tukey y Fisher para la comparacion de medias. Los datos se analizaron con MINITAB
16 Statistical.

e Para el modelamiento matematico se utiliz6 MATLAB 7.12.0. (R2011a).
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ANEXO Il

4.1.17. Implementacién del sistema embebido de extraccion

El sistema estuvo constituido por un tanque agitado de acero inoxidable con capacidad de 2431.2
ml, cuatro bafles, un agitador digital Cole Parmer de paleta sencilla y una chaqueta térmica
acoplada a un pirometro analogo digital. Internamente el tanque agitado llevé una malla # 100
equivalente a 149 um, la cual funcioné como barrera fisica a la retencion de sélidos mayores a
su tamafo. Posteriormente la alimentacion del extracto fue por una bomba peristaltica (motor
Cole-Palmer modelo 7553-70, cabezal Master flex easy-load 2 modelo 77200-62) y tuberia
plastica (master flex PharMed numero 24), las cuales dirigieron el extracto, a un mddulo de
microfiltracion (FiberFlo) de fibra hueca de 0.05um de material de poliestersulfona, para la
retenciéon de algunos sedimentos, células vegetales, patdégenos y ciertas proteinas. El extracto
del permeado y retenido regresaron nuevamente al tanque de extraccion, pero antes el extracto
permeado paso6 por una celda del detector UV-Vis C-640 BUCHI, donde se registr6 la lectura
continuamente y grafico las absorbancias en cuatro longitudes de onda con el software
Sephacore Control BUCHI. Posteriormente el extracto permeado continué su paso por un
flujbmetro Cole Parmer # 32908-44, detectando temperatura en °C y flujo en ml/min. Finalmente
el extracto permeado se incorporé nuevamente al tanque de extraccién. Se muestra el sistema
embebido utilizado (Figura 70). Las variables de disefio del sistema embebido fueron, tamafio
del impulsor, sistema de muestreo, puertos y posicién de la malla de filtrado. Las variables de

respuesta por el monitoreo continuo del sistema embebido fueron:

e Cinéticas de extraccion en (UA) Vs tiempo (min)
¢ Rendimientos de extraccion Yssomin
o Tiempos de extraccion al (80%, 85%, 90%, 95% y 100%) del avance del proceso.
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Figura 70. Sistema de extraccién de monitoreo en linea.

Agitador digital Cole Parmer de paleta sencilla A), Tanque de acero inoxidable B), Resistencia
cromada en forma de chaqueta C), Pirometro analogo digital D), Base de madera para el sostén
del tanque agitado E), Flujdémetro F), Bomba perlistaltica, cabezal y tuberia plastica G), Control
de velocidad para bomba peristéltica H), Detector Uv-Vis acoplado a Software Sephacore Control
BUCHI I) y Modulo de microfiltracion J).

4.1.18. Especificaciones del tanque agitado

Se utiliz6é un tanque de agitacion de acero inoxidable grado (304) (Figura 71), con capacidad de
2431.2 ml (100%), capacidad de operacion 1847.7 ml (75.9%), didmetro externo 13.68 cm,
diametro interno 13.3 cm, altura del tanque 17.5 cm y tipo de agitador de paleta plana.
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Figura 71. Tanque agitado utilizado en la experimentacion.

Partes que componen el tanque agitado A), Empaques, tornillos y tuercas para ajustar la malla
de acero inoxidable al tanque B), Tanque visto de la parte superior C), Malla de acero inoxidable

de 149 um D) y Tanque armado E).

4.1.19. Determinacién del volumen de operacion del tanque agitado

Se conocia el volumen total del tanque de 2431.2ml al (100%), por lo que el volumen empleado

para la extraccion fue de 1847.7ml al (75.9%).

DZ
Vext = H an

(3.1416)(13.3cm)?

Vext = 4.2cm x 2 = 583.5ml

Volumen total del tanque = Vext 583.5ml + Vope 1847.7ml = 2431.2ml

Vop 1847.7ml

%Volumen empledo = leOO =75.9%

El volumen empleado para la extraccion fue de 2000 ml, de este 1847.7ml fueron para el volumen
de operacion del tanque; 49.3ml para tuberias y moédulo de microfiltracion; 43 ml para el fondo

del reactor y 60ml de toma de muestras.

Vopel847.7ml + Vfuera 152.3ml = 2000ml Volumen empleado en la extraccion
Donde: Vope:Volumen de operacion, Vfuera: Volumen fuera del tanque, Vext: Volumen extra

que puede ocupar el tanque.

101



4.1.20. Control de la velocidad de flujo dentro del sistema de extraccién
Se determinaron los flujos tanto para el permeado y el retenido de la membrana de microfiltracién,
caudales que dan paso al extracto de alcachofa para incorporarse nuevamente al tanque
agitado. Se hizo de manera directa desviando la corriente del canal de la manguera que conecta
al permeado y retenido hacia una probeta volumétrica verificando el tiempo que demora su
llenado por medio de un cronémetro.
Flujo permeado + Flujo retenido = Flujo de recirculacion del sistema embebido

32ml/ min+ 666ml / min = 698ml/min

4.1.21. Control de temperatura en el sistema de extraccion
La medicion de temperatura en el sistema de extraccion se realizé con ayuda de un pirémetro
anélogo digital también conocido como termopark. Para su instalacion en el tablero, se insertd
en la unidad de abertura del pirdmetro un cable para la corriente (color rojo) y otro para la tierra
(color blanco) en los postes de fijacion A). En la resistencia de chaqueta se coloc6 un cable para
tierra y corriente el cual se acopl6 a la conexion del pirometro B), a este cable se le hizo otra
salida alterna el cual fue adatado a una clavija para un voltaje de 120V (Figura 72).

A) B)

Corriente

Cable que une el
pirémetro con la

resistencia.

Figura 72. Acoplamiento del pirometro anélogo digital a la chaqueta del tanque.
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