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RESUMEN

Titulo: Estudio de la obtencion de extractos de los residuos de destilacion de especies vegetales,

usando un sistema bifasico compuesto por CO2 supercritico-etanol-agua*

Autor: Maria Fernanda Estupifian Garcia**

Palabras Clave: Fenoles totales, extraccion supercritica, cinética de extraccion, transferencia de

masa, equilibrio de fases, sistema bifésico

Descripcion: Las especies vegetales representan una fuente potencial de compuestos fenélicos
con demanda en las industrias farmacéutica y alimentaria. En este trabajo se estudié como
aumentar la selectividad del proceso extractivo de polifenoles mediante extraccion con CO;
supercritico modificado con etanol acuoso formando un sistema de dos fases. Se utilizaron
residuos de destilacion de seis especies vegetales aromaticas con el fin de aprovechar un
subproducto de la industria de aceites esenciales, lo cual aumenta la rentabilidad y la cadena de
valor de este proceso. Se determind la relacidn entre las cinéticas de obtencion del extracto y de
los fenoles totales ademas de describir la cinética del proceso extractivo con un modelo matematico
de transferencia de masa. Se identificaron las especies vegetales que podrian ser fuentes de
ingredientes naturales en una aplicacion industrial. Los resultados mostraron que la extraccién de
un grupo de componentes minoritarios, como los fenoles, present6 el mismo comportamiento a lo
largo del proceso que la oleorresina total. La especie Calea peruviana mostré los mejores
resultados, con un rendimiento de extraccidn de 78,52 mgexi/gmv Y con contenido de fenoles totales
de 38,36 mgeac/gext Siendo asi una fuente potencial para la obtencién de compuestos fendlicos a
nivel industrial.

*Proyecto de grado en modalidad investigacion

**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Jairo René
Martinez Morales. Quimico, Ph.D. Codirector: Anderson Julian Arias Velandia. Ingeniero

Quimico, Ph.D.
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ABSTRACT

Titulo: Study of obtaining extracts from distillation residues of plant species, using a biphasic

system composed of supercritical CO-ethanol-water*

Autor: Maria Fernanda Estupifian Garcia**

Palabras Clave: Total phenols, supercritical extraction, extraction Kinetics, mass transfer, phase

equilibrium, biphasic system

Descripcion: Plant species represent a potential source of phenolic compounds in demand in the
pharmaceutical and food industries. In this work, it was studied how to increase the selectivity of
the polyphenol extractive process by means of modified supercritical CO2 extraction with aqueous
ethanol forming a two-phase system. Distillation residues of six aromatic plant species were used
to take advantage of a by-product of the essential oil industry, which increases the profitability and
the value chain of this process. The relationship between the kinetics of obtaining the extract and
the total phenols was determined, in addition to describing the kinetics of the extractive process
with a mathematical model of mass transfer. Plant species that could be sources of natural
ingredients in an industrial application were identified. The results showed that the extraction of a
group of minority components, such as phenols, presented the same behavior throughout the
process as the total oleoresin. The Calea peruviana species showed the best results, with an
extraction yield of 78,52 mgex/gmv and a total phenol content of 38,36 mgeac/gext thus being a
potential source for obtaining phenolic compounds at an industrial level.

*Reasearch project

**Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Jairo René
Martinez Morales. Chemical, Ph.D. Codirector: Anderson Julian Arias Velandia. Chemical

Engineer, Ph.D.
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INTRODUCCION

Frente al alto potencial de valorizacion de las especies botanicas de Colombia, desde la
academia se han incentivado investigaciones conducentes a obtener beneficios econdémicos
tangibles a través del desarrollo de procesos extractivos. Metabolitos secundarios de las plantas,
presentes en los extractos, tales como los polifenoles, han captado la atencion debido a sus posibles
beneficios para la salud humana (Montenegro et al., 2021; Poudel et al., 2008). Este grupo de
compuestos actlla como antioxidantes naturales y su ingesta puede ayudar a prevenir enfermedades
crénicas, cardiovasculares y hasta diferentes tipos de cancer (Valadez et al., 2018; Jalloul et al.,
2022; Seyrekoglu et al., 2022). Los polifenoles se presentan como una alternativa a los
tratamientos tradicionales y evitan los efectos secundarios de los antioxidantes sintéticos, que han
sido restringidos por algunos paises (Arango et al., 2012), ya que pueden ocasionar dafio hepatico
y efectos toxicologicos de larga duracion. El interés de los investigadores continua siendo buscar
alternativas seguras y ecoldgicas de aditivos de origen natural (de Elguea et al., 2022; Adouni et
al., 2022).

En los ultimos afios el mercado de aceites esenciales se ha incrementado como causa de la
alta demanda de productos naturales. En esta industria se genera gran cantidad de subproductos
solidos (de Elguea et al., 2022). Es por esto, que es conveniente aprovechar los residuos y
valorizarlos mediante la extraccion de compuestos bioactivos que aun quedan retenidos en el
subproducto. De esta manera es posible aumentar la rentabilidad y complementar la cadena de
valor del proceso (Arias et al., 2020; Arias et al., 2022). El material vegetal posterior a su
destilacion puede ser sometido a diferentes técnicas de extraccion. Estas buscan, ademas de
obtener una alta concentracion en polifenoles, garantizar que sus propiedades se conserveny que

el extracto pueda ser utilizado de forma segura como ingrediente natural. De esta forma se valoriza
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el material vegetal, lo cual repercute en ganancias para la industria. Métodos de extraccion
convencionales como la extraccién solido-liquido, presentan limitaciones debido al consumo
excesivo de tiempo y solventes, baja calidad de los extractos y degradacion térmica de los
compuestos. Por tanto, es conveniente emplear procesos que superen las limitaciones mencionadas
(Ameer et al., 2017). La extraccion con CO; supercritico (scCOz) es un proceso con potencial
aplicacion industrial debido a que reduce los tiempos de operacion y el consumo de solventes
organicos, tiene mayor velocidad de extraccion, mejor reproducibilidad y permite extraer
compuestos termosensibles (Valadez et al., 2018). Sin embargo, el principal inconveniente del

scCO: es que no es afin con especies polares, como los polifenoles.

Para mejorar el proceso extractivo, es posible afiadir otros disolventes como el etanol
acuoso, el cual actia como modificador de la polaridad y del equilibrio de fases. Esto ocurre
cuando el etanol acuoso es agregado en proporciones tales que mezclado con el scCO; se forman
dos fases fluidas, de lo cual se hipotetiza, que aceleran de forma selectiva los fendmenos de
transferencia de masa (del Valle et al., 2019). Esta metodologia de extraccion supercritica (SC),
en la que se forman dos fases en equilibrio, mejora la obtencién de polifenoles en el extracto y
mantiene las propiedades de alta densidad, solubilizaciéon y difusividad del solvente, que
proporcionan los fluidos SC (Mesquita et al., 2021). En este proyecto se buscO aumentar la
selectividad del proceso extractivo de polifenoles mediante la implementacion de la extraccion con
scCO2 modificado con etanol acuoso formando un sistema de dos fases, por primera vez en nuestro
centro de investigacion.

Se determinaron las condiciones de operacion que permitieran realizar las extracciones SC
en dos fases, basandose en reportes de equilibrio de fases de la literatura. Se estudiaron los

extractos obtenidos a partir del material vegetal posterior a su destilacion de seis especies: Satureja
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viminea (SAV), Satureja sp. (SAT), Tagetes filifolia (TAF), Calea peruviana (CAP), Cymbopogon
martinii (CYM) e Hyptis colombiana (HYC). Se presentan los resultados de las extracciones en
términos de rendimiento, cinética y contenido de fenoles totales (CFT). Se analiz6 cémo se
comporta la extraccion conjunta de los compuestos minoritarios (fenoles) frente a la extraccion de
la oleorresina total durante del proceso extractivo. Ademas, se profundiz6 en el modelamiento de
la cinética de obtencion del extracto mediante ajuste de un modelo matematico que describe la
transferencia de masa entre las dos fases. Finalmente se hizo un estudio del potencial que tendrian
estas especies como fuente de polifenoles en una eventual aplicacion industrial. Para esto se
tuvieron en cuenta el rendimiento y la cantidad de fenoles totales de cada especie, ademés de

compararlas con otras especies vegetales que destacan en la literatura por su alto CFT.
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1. ESTADO DEL ARTE

Los polifenoles son compuestos solubles en agua, que han ganado importancia debido a
que presentan propiedades benéficas para la salud humana. Estos componentes se presentan en
pequefias cantidades dentro de las matrices vegetales y se caracterizan por su capacidad
antioxidante siendo de especial interés en industrias como la alimentaria, cosmética y
farmacéutica. En la actualidad existe la tendencia de sustituir los antioxidantes sintéticos, por
antioxidantes naturales, lo que ocasiona interés por buscar fuentes naturales de estos compuestos

(Arango et al., 2012).

Encontrar una técnica adecuada para obtener compuestos fendlicos es tema de gran interés
entre los investigadores, quienes buscan procesos que ademas de presentar altos rendimientos, sean
selectivos hacia los compuestos y repercutan en bajo impacto ambiental (Adouni et al., 2022). La
extraccién con fluido SC ha sido ampliamente usada para extracciones de matrices vegetales ya
que reduce el consumo de disolventes y el tiempo de operacion. Ademas, permite una facil
separacion del solvente debido a su cambio de fase, de SC a gaseoso, ocasionado por la caida de
presion (Carlgvist et al., 2022). El interés hacia dicha técnica ha incrementado, lo cual se refleja

en la cantidad de publicaciones y patentes relacionadas con el tema (Herrero et al., 2010).

El principal disolvente SC es el CO2 debido a que su condicion critica (31 °Cy 7,3 MPa),
se puede alcanzar sin incrementar considerablemente los costos de operacion debido al consumo
energético (Ameer etal., 2017). Sin embargo, debido a su polaridad, tiene limitaciones para extraer
polifenoles y por ello usualmente se emplean modificadores tales como la acetona, metanol, éter
etilico, etanol y agua (Ameer et al., 2017; King, 2014). Entre estos modificadores destaca el uso

de etanol debido a que es generalmente reconocido como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés)
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lo cual mantiene las ventajas de baja toxicidad del CO2 como solvente y mejora la solubilidad del

sistema hacia compuestos més polares (Ameer et al., 2017; del Valle et al., 2019).

Estudios han demostrado que, al incluir etanol como solvente modificador, los
rendimientos de extraccion se incrementan de manera considerable en comparacién a una
extraccion convencional con scCO2. Esto se explica por el cambio en la polaridad del solvente y
el hinchamiento de la matriz vegetal que facilita la salida de los analitos de interés (Prakash et al.,
2013). Ademaés, aumenta la selectividad del proceso hacia la recuperacion de compuestos fenolicos
(Valadez et al., 2018). Algunos autores, mas recientemente, han observado que las mezclas
hidroalcohdlicas presentan aun mejores eficiencias de extraccion que cada solvente puro por
separado, esto debido a que se pueden lograr propiedades especificas al mezclar dos o mas
solventes, tal como una polaridad intermedia o la presencia de mas de una fase fluida. Incluir agua
en la mezcla mejora la extraccion por el incremento de la solubilidad y la reduccién de la

resistencia a la transferencia de masa (Fuentes et al., 2019).

En los Gltimos afios se ha propuesto la implementacion de etanol acuoso como modificador
para la extraccion de compuestos polifenélicos a partir de matrices vegetales. Esta modificacion
del proceso ha demostrado ser efectiva porque disminuye la tension superficial y la viscosidad del
fluido, de modo que facilita la transferencia de masa desde el sélido hasta el solvente (del Valle et

al., 2019).

En el afio 2010 J. Seabra observé que la extraccidn de antocianinas presentes en el salico
mejora al utilizar scCO, modificado con etanol y agua, lo que se probd a diferentes relaciones
volumétricas bajo condiciones de 40 °C y 21 MPa. En sus experimentos encontro que la mezcla
de cosolvente tuvo un efecto positivo sobre el rendimiento y la composicion de los extractos que

resultaron con mayor contenido de antocianinas (Seabra et al., 2010). En 2017 Kihn realiz6
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experimentos de extraccion con scCO», tanto puro como en mezcla ternaria con etanol y agua, para
la obtencién de compuestos bioactivos del orujo de arandano. Los investigadores observaron que
la presencia del cosolvente fue esencial para la recuperacién de polifenoles. Los autores
compararon los resultados con una extraccion sélido-liquido convencional con etanol acuoso
acidificado al 70% v/v y encontraron que se logro extraer cantidades equivalentes de fenoles y
antocianinas entre las dos técnicas. Ademas, lograron reducir hasta en un 88% la cantidad de etanol
en la extraccién supercritica cuando se compara con la extraccion sélido-liquido (Kihn et al.,

2017).

Una de las investigaciones mas recientes en el tema es la llevada a cabo por José M. del
Valle quien hipotetiza lo que ocurre con el proceso de transferencia de masa de los componentes
de interes, desde la matriz vegetal hasta el solvente modificado. En su publicacion expone que este
tipo de extraccion es un proceso de dos etapas que consiste en la transferencia lenta del soluto
desde el sustrato solido a una fase liquida de etanol acuoso expandido con CO», seqguido de una
transferencia rapida, regida por el equilibrio, del soluto a una fase de scCO, modificada con etanol
acuoso. Los investigadores destacan que garantizar la formacion de dos fases en el sistema ternario
mejora la extraccion de sus compuestos de interés (del Valle et al., 2019). De esta forma trabajar
dicha mezcla de solventes en una extraccion SC podria ser conveniente para la obtenciédn selectiva

de polifenoles.

Cuantificar este tipo de compuestos en un extracto vegetal ha sido de interés para multiples
autores en sus investigaciones, en las cuales se determina su concentracién mediante el método de
Folin-Ciocalteu. EI método se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactivo Folin es una mezcla de los acidos fosfotungstico y fosfomolibdico que se

reduce en un medio alcalino y reacciona con cualquier tipo de fenol presente en la muestra. Los
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acidos que reaccionan cambian la coloracion de amarillo a azul. La intensidad del color es
proporcional al numero de grupos hidroxilos presentes en la muestra y puede cuantificarse
mediante espectrofotometria. Basandose en este principio la presencia de compuestos fendlicos es
cuantificable (Martins et al., 2021; Carmona et al., 2021; Marina et al., 2008). EI método ha sido
ampliamente usado y las investigaciones sobre el CFT se basan en este, donde se reportan los

resultados con base en un patrén de acido gélico.

Las especies estudiadas en este trabajo hasta la fecha han sido utilizadas para la obtencion
de aceite esencial mediante arrastre con vapor o por hidrodestilacién asistida por radiacion de
microondas. Sin embargo, no han sido aun evaluados los subproductos de su destilacion como
fuente de fenoles. En la presente investigacion se aplica y se explora el efecto de la formacion de
dos fases en equilibrio, al utilizar como modificador etanol acuoso, para obtener los extractos de
esos subproductos y determinar nociones sobre el potencial de estos como materias primas de

compuestos antioxidantes.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivos generales

Estudiar la obtencion de extractos de los residuos de destilacion de seis especies vegetales
aromaticas, usando CO; supercritico, etanol y agua, cuando los pardmetros de equilibrio

condicionan a que el fluido extractor se encuentre en dos fases.

2.2.  Objetivos especificos

e Determinar la relacion entre las cinéticas de obtencion del extracto y de los fenoles

totales al emplear un sistema bifasico compuesto por CO, supercritico-etanol-agua.

e Describir matematicamente la cinética del proceso extractivo con un modelo

matematico de transferencia de masa para todas las especies vegetales estudiadas.

e ldentificar las especies vegetales que, segin el rendimiento del proceso de
extraccion bifasico con CO. supercritico-etanol-agua, podrian ser fuentes de ingredientes

naturales en una aplicacion industrial.
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3. DESCRIPCION METODOLOGICA

Para el desarrollo metodoldgico, del presente trabajo, se llevaron a cabo las siguientes

actividades divididas en tres fases (Figura 1).

Figura 1.

Fases del desarrollo metodolégico

Estudio de la obtencién de extracto y fenoles totales
« Establecer condiciones de operacion
« Realizar las extracciones
» Determinar la cantidad de fenoles totales
 Determinar la concentracion de las fracciones

Modelamiento de la cinetica de extraccion
» Establecer el sistema de ecuaciones del modelo

FASE 2 « Desarrollar codigo de programacion para resolver el modelo
matermatico y ajustar los parametros a los datos
experimentales

Evaluacion del rendimiento del proceso
 Blsqueda bibliografica sobre especies con alto contenido de
fenoles
FASE 3  Busqueda bibliografica sobre contenido de fenoles en
extractos segun la técnica utilizada para obtenerlos
» Comparacion de resultados de busqueda con las especies
vegetales estudiadas

3.1.  Estudio de la obtencion de extracto y fenoles totales

Para determinar la relacion entre la cinética de obtencion del extracto y de los fenoles
totales presentes, fue necesario trabajar en dos etapas. La primera etapa consistié en obtener la
oleorresina (extracto total) de las seis especies vegetales y la segunda en la determinacién de los

fenoles totales coextraidos en el proceso.
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La obtencion de la oleorresina se llevd a cabo mediante extraccion simultanea en dos fases,
una liquida expandida con CO; y otra formada con scCO, modificado. Durante el proceso se
recolecto oleorresina en funcion del tiempo, con el fin de conocer su cinética. Para la cuantificacion
de los fenoles totales en cada una de las fracciones recolectadas se asumio que su proporcion de
extraccion fue homogénea a lo largo del proceso. Esto basado en que estudios previos muestran
que el rendimiento de compuestos minoritarios se puede describir aproximadamente con una
funcién lineal dependiente del rendimiento de los compuestos mayoritarios, cf. Apéndice A de
(Arias et al., 2022). De esta forma se estimd la cantidad de fenoles extraidos mediante la cinética
de extraccion total y su relacién en masa obtenida a partir del extracto total. La cuantificacion de
los fenoles totales se llevo a cabo mediante el método de Folin-Ciocalteu y la concentracion del
extracto y sus fenoles a la salida se estimo a partir de curvas de calibracion que relacionaron la

concentracién con la absorbancia medida.

3.1.1. Extraccion con fluido supercritico

La extraccion de la oleorresina presente en el material vegetal (MV) se llevé a cabo en un
equipo modificado de extraccion con fluido supercritico a escala piloto (Figura 2) Thar
instruments SFE-2000-2-FMC50 (Pittsburgh, PA). ElI montaje consistio en una camara de
extraccion cilindrica de 2x10-3 m3; un tanque de separacién y recoleccion de los extractos tipo
ciclén de 5x10* m3, con una valvula manual reguladora de presién a su salida; dos bombas de
pistones, una P200 para impulsar el CO2 (Thar Technologies) y P50 para el agente modificador
(Thar Technologies); una valvula automatica reguladora de presion (Thar Technologies) ABPR
(Automated back pressure regulator) a la salida de la cAmara de extraccién; y un medidor de flujo
Sitrans FC Massflo tipo MASS 6000 (Siemens AG, Berlin, Alemania). Tanto la camara de

extraccién como el tanque de separacion estaban equipados con chaquetas de calentamiento. El
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control de las presiones, temperaturas y flujo del sistema se llevé a cabo desde un computador,

mediante el Software Process Suite (Thar Technologies).

Las extracciones se llevaron a cabo con MV destilado. Ese MV fue secado a la sombra 'y

posteriormente picado en una licuadora clésica Oster de tres velocidades. La extraccion se realizo

usando scCO; puro al 99,8% (Messer, Bucaramanga, Colombia) modificado con una mezcla de

etanol (Suquin, Bucaramanga, Colombia) y agua destilada. Las condiciones de operacion se fijaron

considerando la formacidn de dos fases en equilibrio dentro del sistema (del Valle etal., 2019). Se

trabajo a 50 °C y 30 MPa con base en mediciones de equilibrio de fases reportadas en la literatura

(Durling et al., 2007; Duarte et al., 2007) y la optimizacién en el rendimiento y la extraccion

selectiva de fenoles (Bahar et al., 2013; Tong et al., 2011).

Figura 2.

Diagrama de flujo del proceso de extraccion supercritica de especies vegetales.
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Donde (1) cilindro de CO, (2) enfriador, (3) Bomba de CO, (4) tanque de alimentacion
de cosolvente, (5) bomba de cosolvente, (6) mezclador, (7) calentador, (8) tanque de extraccion,
(9) ABPR controlador automatico de presion, (10) tanque de separacion, (11) valvula de control

manual de presion.

Se llevaron a cabo 6 extracciones, una para cada especie (Satureja viminea, Satureja sp.,
Tagetes filifolia, Calea peruviana, Cymbopogon martinii e Hyptis colombiana), bajo las mismas
condiciones de operacion. Estas condiciones fueron estimadas teniendo en cuenta el diagrama
ternario (CO: + etanol + agua) descrito por la ecuacion de estado de Peng-Robinson y las reglas
de mezcla de Wong-Sandler a 40 °C y 30 MPa (Durling et al., 2007). Se trabajé en un punto de
operacion por debajo de la curva que delimita la region de dos fases de la region de una sola fase,
buscando que operacionalmente se garantizara que el sistema se dividiera en las dos fases, véase

Apéndice B.

Para cada extraccion, se aseguro que el material vegetal ocupara las dos terceras partes del
volumen total del tanque, con el fin de mejorar la separacion de las fases en la parte superior del
recipiente. Al recipiente se le adicion6 una solucién hidroetandlica 50% v/v, previo al inicio de la
extraccion, teniendo en cuenta la composicion global de la mezcla de solventes determinada
mediante el diagrama ternario. EI volumen de la mezcla de etanol acuoso inicial se establecid
arbitrariamente como un tercio del volumen total disponible para la mezcla de solventes en el
recipiente (1 mL de etanol-agua por cada 0,88 g de MV cargado al extractor), el cual se estimé al
asumir que la densidad de particulas de las especies en estudio era aproximadamente 1.051 g/cm?.

Medida y obtenida en un trabajo previo para Lippia origanoides (Arias et al., 2022).
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La extraccion se dividio en dos etapas, una estatica y otra una dindmica tal y como lo
reportado en la literatura por (Tong et al., 2011). En la primera etapa, el sistema se presuriz6 con
scCO hasta alcanzar 50 °C y 30 MPa. El sistema en estas condiciones se mantuvo durante una
hora asumiendo que era tiempo suficiente para que el sistema ternario alcanzara el equilibrio y con
ello formara las dos fases fluidas dentro del extractor. Durante el tiempo dindmico, se inyectaron
simultdneamente al sistema 40 g/min parael CO.y 2,65 g/min de etanol acuoso al 89% v/v durante
dos horas. Estas condiciones se determinaron con base en la composicion de la fase supercritica
en equilibrio, de tal manera que la velocidad superficial con la que la mezcla de solventes pasaba
por el lecho fuese lo suficientemente pequefia como para suponer que el equilibrio alcanzado con

el tiempo estatico se mantuviera. Los calculos detallados se muestran en el Apéndice B.

Usando la vélvula de salida por el fondo del tanque de separacion, con ayuda de una
probeta, se recolectaron las fracciones de oleorresina en solucion durante los (10, 20, 30, 60, 90 y
120 minutos). El tanque de separacion se oper6 a 3 MPay 60 °C. De cada una de estas fracciones
se tomd una muestra de 500 pL para analizar. Las fracciones recolectadas, en cada intervalo,
fueron depositadas en cajas Petri de forma individual y secadas en un horno de conveccion forzada,
con un flujo de aire a 60 °C, hasta remover completamente los solventes. Para esto se emple6 una
camara con orificios de entrada y salida de aire, un termémetro de mercurio y un impulsor de aire

caliente.

Despues del secado, se pesaron las cajas Petri en una balanza Mettler-Tolledo AL204
(Nanicon, Suiza) para determinar los rendimientos en funcién del tiempo. Finalizado el proceso,
se mezclaron todas las fracciones de extracto en un frasco ambar y este se almacend en la nevera

a4 °C.
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3.1.2. Metodologia de cuantificacion de fenoles totales
Se aplico el método de Folin-Ciocalteu con el fin de cuantificar los de fenoles presentes en
el extracto y analizar el comportamiento de su extraccién en el tiempo. Ademas, se buscé encontrar
relaciones entre la absorbancia, la concentracion y la cantidad de fenoles para cada una de las
fracciones recolectadas. Para ello, ademas del método de Folin, se realizaron mediciones
espectroscopicas tomando alicuotas a cada una de las fracciones, con el fin de hallar la

concentracién del extracto.

4.1.2.1. Método de Folin-Ciocalteu

Para poder determinar la concentracion de los fenoles totales presentes en cada una de las
fracciones recolectadas, se utilizo el método de Folin-Ciocalteu. El contenido de fenoles totales se
determind a partir de un patrén de acido galico (AG). Esta molécula de referencia es cominmente
utilizada para expresar los resultados, en datos cuantitativos, equivalentes (EAG) por unidad de

muestra.

Las mediciones se llevaron a cabo en un lector de multiplacas Turner Biosystems
Modulus™ Il Microplate Multimode Reader (Sunnyvale, CA). La longitud de onda a la cual se
registrd la absorbancia de la mezcla fue 750 nm y la temperatura de operacién 25 °C. Para el
desarrollo del método se prepard una solucion stock de 100 mg/mL de extracto en etanol absoluto
(99.9%), a partir de la cual se prepararon cinco diluciones de 500 a 3000 mg/L en agua tipo uno,
para cada una de las seis especies por triplicado. Las diluciones se prepararon en microplacas de
96 pozos, que constaban de 12 filas y 8 columnas, donde cada fila se cargaba con solucion a una
misma concentracién por medio de una pipeta multicanal Transferpette electronic Brand

(Wherteim, Alemania).
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Preparada la placa de diluciones, se pas6 a montar la placa de reaccion en la cual se
completé un volumen de 200 uL, de los cuales, 50 pL eran de extracto en solucién, 50 pL de
reactivo Folin y 100 pL de solucion basica. La solucion basica se agrego6 al final, ya que con esta
la reaccion empezaba a ocurrir. Para el reactivo de Folin se prepar6é una solucién al 20% viv
partiendo del reactivo a una concentracion 2 N. Para la solucidn basica se utiliz6 NaOH y se
prepard la solucion a una concentracion de 0,35 M. Las dos soluciones fueron preparadas en agua

tipo uno.

Para la curva patron de &cido galico se siguio el mismo procedimiento con la diferencia de
que se trabaja con una solucién stock en etanol absoluto de 2 mg/mL de &cido gélico y la placa se

preparaba a concentraciones de 5 a 70 mg/L.

4.1.2.2. Espectroscopia UV-VIS

Para determinar la concentracion en cada una de las fracciones recolectadas se utilizo un
espectrofotdmetro en miniatura FLAME-S-UV-VIS-ES Ocean Optics (Dunedin, FL). El espectro
de absorbancia se midi6 para cada fraccién tres veces en un rango de longitud de onda de 200 a
850 nm. Las muestras para el analisis espectroscopico se prepararon tomando de 10 a 20 pL de la
fraccion, y diluyendo en etanol al 96% v/v hasta completar 5 mL. Con la medicion se estimé la
concentracion de extracto durante el proceso, empleando curvas de calibracion para relacionar la

concentracién con la absorbancia.

Para construir las curvas de calibracion se prepararon cinco soluciones, de 125 a 750 mg/L
de extracto en etanol al 96% v/v. A cada solucion se le midi6 su absorbancia en el mismo rango
de longitudes de onda que las fracciones. Las curvas de calibracién se construyeron a partir de las

absorbancias méximas que se observaban en el espectro a unas longitudes de onda fijas para las
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cinco concentraciones, segun la especie. Entre estas longitudes de onda se seleccioné una para
cada especie y se determind su valor de absorbancia correspondiente. Los criterios para la eleccion
de la longitud de onda fueron que en ese punto se presentara una cresta de maxima absorbancia y
que esta fuera detectable en el mayor rango lineal posible de concentraciones, garantizando asi
maxima cobertura. A partir de estos valores se correlacion6 la absorbancia con la concentracion a

una sola longitud de onda mediante un modelo matemaético que sigue una tendencia lineal.

La cuantificacion del extracto se determind partiendo de la absorbancia que tenia cada una
de las fracciones a la longitud de onda correspondiente y reemplazando en el modelo matematico
de la curva de calibracion segun la especie. Conocidas las concentraciones del extracto durante el
proceso, se estimo el perfil de concentracion de los fenoles totales con base en el resultado de la

metodologia en la seccion 4.1.2.1.

3.2. Modelamiento de la cinética de extraccion
Para describir matematicamente la cinética del proceso extractivo, se asumié un modelo de
parametros concentrados, basado en la transferencia de masa, que asume mezcla perfecta en el

extractor durante el tiempo dindmico (del Valle et al., 2019).

Se da por hecho que, a las condiciones de operacion, en el sistema coexisten dos fases, una
liquida compuesta por etanol y agua expandida con CO2y una supercritica formada por CO>
modificado con etanol y agua. Por esta razon son necesarios tres balances de masa para describir
el sistema: el primero alrededor del material vegetal que contiene el sustrato cf. (Ec. 1), el segundo

en la fase liquida cf. (Ec. 2) y el tercero en la fase supercritica cf. (Ec. 3).

OMCpmy) (Ec.1)
—a
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oV, .C
(V1 .CeL) —F-F, (Ec. 2)
ot
0(VgcC :
( S((; t Esc) _ o F, (Ec. 3)

Donde M es la masa de material vegetal cargada (g), Ceypy €S la concentracion de extracto
en el material vegetal (mg/g), F; es el flujo de extracto del material vegetal a la fase liquida
(mg/min), Vi es el volumen de la fase liquida en el extractor (cm?3), Cg; es la concentracion de
extracto en la fase liquida (mg/cm?), F, es el flujo de extracto de la fase liquida a la fase supercritica
(mg/min), Vsc es el volumen de la fase supercritica en el extractor (cm?), Cggc €s la concentracion
de extracto en la fase supercritica (mg/cm?) y F; es el flujo de extracto que sale del sistema de

extraccion (mg/min).

Para el desarrollo del sistema de ecuaciones diferenciales se asumio que el flujo de extracto
a la fase liquida es regido por un modelo de fuerza impulsora lineal de transferencia de masa
descrito en la Ec.4 y que la concentracion de extracto en las fases liquida y supercritica esta regida

por el equilibrio Ec.5 (del Valle et al., 2019)

CESC) (Ec. 4)

Fi =K, (KICEMV - K,

Cesc = K> Cyp (Ec. 5)

Donde K; es el coeficiente de particion lineal de extracto entre el material vegetal y la fase
liquida, K es el coeficiente de particion lineal de extracto entre la fase liquida y la fase supercritica
y K, es coeficiente de transferencia de masa global para la transferencia convectiva de extracto del

material vegetal a la fase liquida.
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Para el rendimiento de extraccion del proceso cf. (Ec. 6) como funcion del tiempo se tuvo
en cuenta el cambio de concentracion del extracto a la salida del sistema descrito por los balances

de masa.

oY QCgsc (Ec. 6)

ot Mp

SC

Donde Y es el rendimiento de extraccion (mg/g), Q el flujo masico de COz (g/min)y p_ la

densidad del CO- a las condiciones de operacion (g/cm?).

Con este sistema de cuatro ecuaciones diferenciales ordinarias y haciendo uso del sistema
de computo numérico MATLAB R2021a se ajustaron los parametros del modelo. La estrategia de
ajuste se baso en minimizar la suma de los cuadrados residuales, entre los valores predichos y las
observaciones experimentales para cada punto de datos mediante la funcion fminsearch. Esta
funcion corresponde al algoritmo de minimizacion simplex de Nelder-Mead. Para resolver el
sistema de ecuaciones diferenciales se utiliz6 el solucionador ode45 que se basa en el método de

integracion de Runge-Kutta de orden (4,5) Dormand-prince.
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4. RESULTADOS
4.1. Estudio de la obtencion de extracto y fenoles totales

4.1.1. Extraccion con fluido supercritico
Para llevar a cabo las extracciones de las especies vegetales, se trabaj6 a 323 K y 3x10’ Pa
segln la metodologia descrita anteriormente. Para cada una, se construyé su respectiva
experimental, la cual se ajustd a un modelo empirico cinético de extraccion, propuesto por Brunner
en 2013, que se utiliza comunmente para describir este tipo de procesos extractivos (Bojanic et al.,
2019). Este modelo describe el rendimiento total de extraccion Y en funcion del tiempo y los
parametros de: rendimiento total obtenido para un tiempo infinito Y, y la constante de velocidad

de extraccioén k
Y=Y, (l-e k) (Ec.7)

En la Figura 3 se muestran los resultados obtenidos para las extracciones de las especies
estudiadas. Para el calculo del rendimiento de extraccion, se tuvo en cuenta la cantidad de extracto
recolectado en cada momento y la masa de material vegetal cargado segun la especie. En esta
figura se pueden observar los rendimientos experimentales y las curvas descritas por el modelo
empirico ajustado. En el Apéndice C se muestran los datos detallados de las extracciones
realizadas.

A partir de la prediccion del modelo matematico, para tiempos mayores que el tiempo
dinamico de operacion usado (120 min), aun se logra ver un incremento en el rendimiento de
extraccion. Es decir, que en el momento en que se detuvo la operacidn ain no se habia obtenido la
totalidad, pero si la mayor cantidad de extracto posible. A pesar de esto se observa que se logra
superar la tasa de extraccion constante y buena parte del periodo de extraccion descendente, segun

se describe para la extraccion supercritica dinamica (Sovova et al., 2012). En cuanto al rendimiento
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de extraccion, de la especie Calea peruviana se obtuvo mayor cantidad de extracto, con un

rendimiento de dos a tres veces mas que los de las demas especies estudiadas.

Figura 3.

Rendimiento experimental del proceso de extraccion supercritico a 50 °Cy 30 MPay ajuste
a modelo empiricoY =Y, (1 —e~*) . (A) Yo, = 108,97 k=0,012. (B) Yo =108,97 k =0,012.
(C) Yo = 108,97 k = 0,012. (D) Yo = 108,97 k = 0,012. (E) Yo = 108,97 k = 0,012. (F) Yo =

108,97 k= 0,012

120

E 90 P u Calea peruviana (A)

% 50 R = Satureja viminea (B)

= o ' Satureja sp. (C)

;E_’ 0 & T = Cymbopogon martinii (D)

'n;3..._-_-f_:.:.::_-,-_;-.-.-.:'.:'l'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.‘.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'.'. e Hyptis colombiana (E)
O é‘rﬁt“‘. .......................................... Tagetes fillfolia (F)
0 60 120 180 240
t(min)

En la Tabla 1 se muestra el rendimiento de extraccion para cada especie a los 120 minutos.
Ademas, se muestran los parametros de ajuste del modelo empirico y los criterios de bondad de
ajuste, suma de cuadrados de los errores (SCE) y coeficiente de determinacion (R?). Con estos
resultados se valido el ajuste entre los valores experimentales y los predichos por el modelo. Esto
al considerar que el valor de SCE es bajo y tiende a cero y el R? es de aproximadamente la unidad
para las seis especies. Ademas, se observo que las especies cuyo rendimiento a los 120 minutos es

mas cercano el predicho en un tiempo infinito, tienen mayor constante de velocidad, lo que implica
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que Satureja sp. y Tagetes filifolia a pesar de no presentar los valores maximos de rendimientos

frente a las otras especies, si logran alcanzar su rendimiento maximo mas rapidamente.
Tabla 1.

Rendimiento de extraccion supercritica a los 120 minutos llevada a cabo a 50 °C 30 MPA,
parametros de ajuste del modelo empirico Y = Y,, (1 — e~*%) y criterios de bondad de ajuste suma

de cuadrados de los errores (SCE) y coeficiente de determinacion (R?).

Especie Y Y, k SCE R?

Calea peruviana 78,52 108,971 0,012 0,300 0,995
Satureja viminea 28,77 47,631 0,008 0,110 0,986
Satureja sp. 19,09 20,042 0,026 0,060 0,982
Cymbopogon

o 16,86 24,22 0,011 0,025 0,991
martinii
Hyptis colombiana 13,73 17,52 0,013 0,021 0,988
Tagetes filifolia 6,38 7,491 0,015 0,002 0,994

4.1.2. Metodologia de cuantificacion de fenoles totales

Para determinar el contenido de fenoles totales (CFT) presentes en cada gramo de extracto
obtenido, los resultados se expresaron en equivalentes de acido galico (EAG). Este acido sirve
como patrén de referencia para expresar resultados que puedan ser comparables entre especies. La
curva de calibracion del acido se llevo a cabo previo a la implementacion del método de Folin para
cada uno de los extractos. En la Figura 4 se muestra la curva que correlaciona la concentracion en

EAG con la absorbancia de esta solucion acida. La absorbancia en esta curva es la que permite
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correlacionar las mediciones del patron de acido galico y de los extractos totales obtenidos. Para
cada extracto se prepararon soluciones a diferentes concentraciones con el fin de asegurarse que
la absorbancia en un punto del rango estudiado se encontrara dentro del rango de absorbancia de
la curva de calibracion. En el Apéndice D se presenta la Tabla A.5 detallada de las mediciones
realizadas, donde en color rojo se muestran las absorbancias fuera de este rango y en color amarillo
el punto escogido para cada especie con el que se cuantificé el CFT. El proceso se llevo a cabo

siguiendo el método de Folin-Ciocalteu.

Figura 4.

Curva de calibracién de patron de acido galico medida a 750 nm por medio del método de

cuantificacion de fenoles totales Folin-Ciocalteu.
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Considerando que los valores promedio de absorbancia para cada concentracién tienen un
ajuste lineal creciente del 99,89%, la curva de calibracion se utilizo para determinar el CFT en el
extracto total de cada especie. Asi pues, utilizando la ecuacidn del modelo lineal de la curva de
calibracién y la concentracion de la solucién stock preparada para cada extracto, se calcul6 el CFT

partiendo de la absorbancia promedio registrada para la reaccién de los fenoles de cada extracto.
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En la Tabla 2 se muestra el CFT, en equivalentes de &cido galico, presentes en cada gramo
de extracto total obtenido segun la especie, a partir del cual se estim6 el comportamiento de la
extraccion conjunta de fenoles en el tiempo del proceso. De esta forma, el rendimiento de
extraccion de fenoles Y;, fue calculado mediante la Ec.8, la cual impone una relacion lineal entre
el rendimiento total y el rendimiento parcial de un grupo de compuestos como los fenoles. Esto

debido a que se supone que la extraccion de los fenoles es homogénea.

CFT Ec. 8
1000

Tabla 2.
Contenido de fenoles totales para las seis especies estudiadas obtenido por medio del

método de cuantificacion de fenoles totales Folin-Ciocalteu.

Especie CFT ( MQEeAG /Qext )
Calea peruviana 38,36
Satureja viminea 33,40
Satureja sp. 29,05
Cymbopogon martini 10,44
Hyptis colombiana 11,88
Tagetes filifolia 18,54

En la Figura 5 se muestra la cinética de extraccion conjunta de la oleorresina y de los
fenoles totales, para el caso especifico de la especie Calea peruviana. Los puntos representan los

datos experimentales y las lineas punteadas corresponden al ajuste del modelo empirico descrito
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por la Ec. 8. Esta ecuacion se pudo aplicar para el rendimiento de los fenoles basandose en la

consideracion de extraccion homogénea.

Figura 5.

Rendimiento total y de fenoles para extraccion supercritica de Calea peruviana a 50 °C y

30MPa.
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Los parametros de ajuste del modelo empirico para el rendimiento total de esta especie
fueron Y, = 108,97 y k = 0,012. Para el caso de los polifenoles, los parametros de ajuste fueron
Yo=4,14y k =0,012 paraun SCE = 0,044 y R? = 0,995. Al comparar los parametros de estos dos
rendimientos se puede observar que la constante de velocidad es la misma y la diferencia al largo
de todo el proceso entre los dos rendimientos es constante e igual a 3,84%, esto debido a la relacion

lineal entre estos dos dada por Ec.8.

Por otra parte, se busco relacionar la absorbancia del extracto en solucion que sale del
sistema, con la concentracion y su respectiva cantidad de fenoles. Para esto, se siguid la

metodologia descrita en la seccion 4.1.2.2, donde era necesario hacer mediciones de absorbancia
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para cada una de las fracciones recolectadas por especie y relacionarlas con su respectiva curva de

calibracién.

Para cada una de las especies se establecio una longitud de onda a la cual se monitoreé la
absorbancia del extracto y con la cual, se construyeron las curvas de calibracion. Las curvas de
calibracidn y los espectros para cada concentracion se muestran en el Apéndice E. Aqui se observa
que para las seis especies se evidencia el mismo comportamiento y se cumple la relacion lineal y
directamente proporcional entre la absorbanciay la concentracion de la mezcla, establecida por la

ley de Lambert-Beer (Skoog et al., 2001; Rouessac et al., 2003).

Construidas las curvas de calibracion, se cuantificd el extracto que salia del sistema a lo
largo del proceso. Las mediciones espectrales de las fracciones de extracto recolectadas en el
proceso se muestran en el apéndice E. Adicionalmente se determiné la concentracion de fenoles
extraidos a partir de la concentracion del extracto total en cada momento de la extracciony el CFT.
En la Tabla 3 se muestran los resultados de esta fase para la especie Calea peruviana. Los datos

de las demas especies se encuentran en el apéndice F lo que amplia la descripcion del proceso.

Tabla 3.

Comportamiento de la extraccion supercritica de Calea peruviana a 50 °C y 30 MPa

t(min) Mg, () Y (Mgex/gmv) Y; (mgeac/gmv) € (Qgext/Lsin) C; (geac/Lsin)
0 0 0 0 0 0

10 3,81 12,34 0,47 91,36 3,50

20 6,43 20,83 0,80 201,27 7,72

30 9,48 30,71 1,18 328,30 12,59

60 16,45 53,29 2,04 413,06 15,84
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90 22,94 74,31 2,85 472,33 18,12

120 24,24 78,52 3,01 516,99 19,83

A partir de estos resultados se validé que, para la misma especie, a mayor concentracion
mayor absorbancia. Sin embargo, esto no se mantiene al comparar entre especies, ya que a una
misma concentracion se pueden presentar absorbancias diferentes pues depende, ademas de la
concentracion, del tipo de compuestos y su absortividad molar. En la Figura 6 se muestra el area

bajo la curva para la concentracion de 250 mg/L de extracto para cada especie.

Figura 6.
Area bajo la curva de absorbancia en funcion de la longitud de onda medida por

espectroscopia UV-VIS para soluciones de seis especies vegetales a 250 mg/L
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A pesar de ser soluciones a una misma concentracion, cada una de ellas tiene una capacidad
total de absorcion diferente. Al contrastar estos resultados con el CFT se observa que una mayor
absorbancia no implica directamente una mayor cantidad de fenoles. Como es el caso de la especie
Calea peruviana que presento la mayor cantidad de fenoles totales. Al contrario, es el caso de la
especie Tagetes filifolia que presenta un area mayor y una cantidad de fenoles menor. De esta
forma la capacidad de absorcion del extracto total no predice entre especies cual de ellas puede
tener mayor cantidad de un compuesto. El area bajo la curva fue determinada mediante el método
de integracion mdaltiple trapezoidal. Los espectros uv-vis a 250 mg/L para estas dos especies se

encuentra en el apéndice E.

4.2.  Modelamiento de la cinética de extraccion
De acuerdo con la metodologia descrita en la seccién 3.2 y el desarrollo del sistema de
ecuaciones diferenciales, se modeld la curva de extraccion de la oleorresina y se ajustaron sus

respectivos parametros.

En la Figura 7 se muestra graficamente el ajuste a los datos experimentas de las seis
especies, del modelo basado en la transferencia de masa en dos fases. A diferencia del modelo
empirico presentado anteriormente, este modelo esté descrito por parametros fisicos medibles que
podrian llegar a describir el proceso y explicar el mecanismo del sistema, lo que facilita su
entendimiento y es mas util en el planteamiento de etapas de escalamiento (Arias et al., 2022b).
Por otro lado, refuerza la hipétesis de que la transferencia de masa en este proceso se divide en

dos etapas. (del Valle et al., 2019).
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Figura 7.

Rendimiento experimental del proceso de extraccion supercritico a 50 °Cy 30 MPa Yy ajuste

a modelo tedrico de transferencia de masa.
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Los parametros del modelo matematico de transferencia de masa que lograron el mejor

ajuste a los datos experimentales se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.

Parametros ajustados del modelo tedrico de transferencia de masa

Especie K1 K2 Ka SCE R?

Calea peruviana 150 0,557 0,049 0,222 0,996
Satureja viminea 179 0,464 0,028 0,083 0,989
Satureja sp. 4651 2,197 0,005 0,047 0,986
Cymbopogon martinii 218 0,503 0,031 0,015 0,995
Hyptis colombiana 294 0,706 0,027 0,016 0,991
Tagetes filifolia 456 0,302 0,070 0,002 0,995
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Asi como se vio en la fase 1, la especie Satureja sp. presentd la tasa de extraccion mas alta,
ya que tuvo los coeficientes mas grandes. También se observa que el coeficiente de particion lineal
K> tiene una magnitud mucho menor que Kz, lo que robustece la teoria de una transferencia rapida
regida por el equilibrio entre las fases fluidas y una transferencia lenta entre la matriz vegetal y la
fase liquida. Por otro lado, se logré un buen ajuste para todas las cinéticas de extraccion con una
suma de cuadrados de los errores que tiende a cero y un coeficiente de determinaciéon de
aproximadamente uno para todos los casos. Esto indica que es posible describir el proceso
mediante la transferencia de masa de dos fases en equilibrio, pues bajo esta hipdtesis se planted y

desarrolld el sistema de ecuaciones diferenciales.

4.3.  Evaluacion del rendimiento del proceso

Con el fin de identificar las especies vegetales que podrian ser fuentes de ingredientes
naturales en una aplicacion industrial se evaluaron los resultados de rendimiento y CFT para las
especies en estudio. En la Figura 8 se muestra un diagrama de barras con los rendimientos de
extraccion y el porcentaje de fenoles totales entre paréntesis. La especie Calea peruviana destaca
en este trabajo tanto en rendimiento como en CFT. Especies como las del género Satureja podrian
también llegar a ser una buena fuente de fenoles a pesar de presentar menor rendimiento que Calea
peruviana, debido a su alto porcentaje de CFT. La especie Tagetes filifolia aunque presenta el
menor rendimiento entre las seis especies en estudio, no presenta la menor cantidad de fenoles, ya
que a pesar de que la extraccion pueda ser homogénea durante el proceso, esto no implica que la
cantidad de fenoles extraida por gramo también sea menor. Los resultados que se muestran en esta
figura corresponden al parametro de respuesta mas Util para la evaluacion de este estudio. En la
Figura 9 se muestra la cantidad de fenoles totales en cada extracto. Se observa que la cantidad de

fenoles de Tagetes filifolia es la menor, a pesar de no tener el menor porcentaje de fenoles.
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Figura 8.
Rendimiento de extraccion (barras) y porcentaje de fenoles en el extracto total (entre

paréntesis) presentes en los extractos de las seis especies.
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Figura 9.
Cantidad de fenoles presentes en el extracto segun la especie. Obtenidos mediante

extraccion supercritica a 50 °C y 30 MPa
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Estudios relacionados al contenido de fenoles totales presentes en especies vegetales
presentan resultados comparables con los mostrados en este estudio. En la Tabla 5 se muestran
los resultados de algunos estudios realizados con especies vegetales como potencial fuente de
fenoles. Aqui se muestra el rango de resultados obtenido para las condiciones trabajadas en cada
estudio y la respectiva técnica de extraccion utilizada. Entre estas matrices vegetales, el té de assam
y las diferentes variedades de té destacan entre las especies mas atractivas para los investigadores
en estudios enfocados en la relacion entre el consumo del té, su composicion y la salud humana
(Zhu et al., 2006) . Los reportes indican un importante contenido de compuestos fenélicos y alta
capacidad antioxidante (Shao et al., 2015). En cuanto a las demas especies mencionadas en la
tabla, son reportadas por los autores como potenciales fuentes de fenoles. En este trabajo (cf. Tabla
2) se obtuvieron resultados para el CFT dentro del rango y mayores que los resultados mostrados
en la Tabla 5. En el caso de las especies estudiadas, aun no se reporta en la literatura cientifica un
estudio de sus extractos o su composicién para material vegetal posterior a su destilacion. Sin
embargo, al compararla con las fuentes declaradas en la Tabla 5, destacan la especie Calea
peruviana y las dos especies del género Satureja como potenciales fuentes de fenoles para una
aplicacion en industrias como la farmacéutica o alimentaria. Es el caso de la especie Camellia
sinensis, que ha mostrado un efecto positivo en la disminucion del colesterol total y en el riesgo a
padecer diabetes tipo dos (Silva, 2013). De modo que especies como las estudiadas en la presente
investigacion son una alternativa de estudio como fuentes de fenoles, por lo que deberia ampliarse

su estudio en miras de determinar su composicion, toxicidad y actividad antioxidante.
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Tabla 5.
Contenido de fenoles totales para especies vegetales declaradas como potenciales fuentes

de fenoles para diferentes técnicas extractivas

Matriz vegetal Extraccion MYEAG / Qext Referencia
0,067-0,269 (Muangrat et al., 2020)
scCO2
Camellia sinensis 0,079 (Shao et al., 2015)
var. Assamica Subcritica 0,094-0,472 (Uoonlue et al., 2019)
Soxhlet 0,078-0,378 (Uoonlue et al., 2019)
Solidago gigantea scCO2 3,850-18,670 (Wrona et al., 2019)
Uvas silvestres Vitis
Sélido-liquido 16,5 (Poudel et al., 2008b)
(semillas)
Uvas silvestres Vitis (piel) Sélido-liquido 13,8 (Poudel et al., 2008b)

Cascara de cacao scCO2 con etanol  3,970-13,630 (Valadez et al., 2018)
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo informa sobre el comportamiento de la extraccion supercritica
modificada con etanol y agua formando un sistema de dos fases fluidas en contacto con el lecho
extractor, para las especies Satureja viminea, Satureja sp., Tagetes filifolia, Calea peruviana,
Cymbopogon martinii e Hyptis colombiana. Bajo las condiciones de operacion estudiadas se
encontrd que la extraccion de compuestos minoritarios (fenoles) esta fuertemente relacionada con
la extraccion de la oleorresina total. Ademas, es posible determinar la concentracion del extracto
en el tiempo, a partir de espectroscopia UV-VIS. En cuanto a la cantidad de fenoles totales
presentes observa que la técnica de extraccion permite obtener extractos con una alta cantidad de
fenoles en comparacion con extractos obtenidos para otras especies reportadas en la literatura para

técnicas de extraccidn supercritica sin agente modificador y modificada con etanol.

El modelo matematico de transferencia de masa desarrollado bajo la hipdtesis de la
formacion de dos fases en equilibrio logré representar adecuadamente el comportamiento del
proceso extractivo. Los resultados permiten resaltar la importancia de la repuesta combinada
rendimiento y contenido total de fenoles pues de estos dos parametros depende la cantidad total
que se obtiene de estos compuestos al final del proceso. De las especies estudiadas Calea
peruviana se presenta como la planta con mayor potencial para la obtencién de compuestos
fenolicos en una aplicacion industrial, debido a que mostro los mejores resultados en este trabajo,
con un rendimiento de extraccion de 78,52 mgex/gmv Y con contenido de fenoles totales de 38,36
mgeac/gext. Adicionalmente las especies de la familia Satureja podrian ser atractivas como fuente
de antioxidantes naturales ya que a pesar de no presentar rendimientos tan altos en comparacion
con Calea peruviana, si presentaron un alto contenido de fenoles totales: 33,40 mgeac/Qext para

Satureja viminea y 29,05 mgeac/gext para Satureja sp
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar optimizacion de las condiciones de operacion ya que es posible que
se puedan encontrar mejores resultados de extraccion de fenoles en la region de dos fases fluidas

en equilibrio.

Se identifica la importancia de realizar una caracterizacién quimica de los extractos
obtenidos para asi identificar los compuestos fendlicos especificos que determinan de forma mas

completa su posible aplicacion industrial.

Para las tres especies que presentaron un mejor resultado se recomienda realizar un estudio
comparativo entre la técnica propuesta en este trabajo y la extraccion tradicional solido-liquido.
Comparando tanto el rendimiento como el CFT. Ademas de realizar estas extracciones por

triplicado y ver qué tanto varian los resultados de una extraccion a otra segun la técnica utilizada.

Se propone realizar un estudio de la actividad antioxidante de los extractos con el fin de

complementar los resultados mostrados.
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APENDICES

Apeéndice A. Extraccion homogénea de fenoles

Para la cuantificacion de los fenoles totales en cada una de las fracciones recolectadas se

asumio que su proporcion de extraccion fue homogénea a lo largo del proceso.

Un estudio llevado a cabo por (Arias et al., 2022) muestra la relacion entre el rendimiento
de pinocembrina y el rendimiento de oleorresina para una extraccion supercritica a 50°Cy
34 MPa. La pinocembrina es uno de los compuestos presentes en el extracto. En este trabajo se
demuestra que la relacion entre estos dos rendimientos esta dado por una ecuacién de tipo
cuadratica donde el coeficiente que acompana el termino cuadratico tiende a cero. Esto indica que
la relacién entre el rendimiento de un compuesto secundario representativo como la pinocembrina
es casi una funcion lineal del rendimiento de los compuestos principales. En la Figura A.1 se
muestra el resultado de este trabajo llevado a cabo para la especie Lippia origanoides quimiotipo

carvacrol.

Figura A.l1

Relacion entre rendimiento de pinocembrina y de extracto tota. Tomado de (Arias et al., 2022)

6-

Pinocembrin yield (Y .,, g kg" Pn / substrate)
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https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/pinocembrin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/supercritical-fluid-extraction
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Apéndice B. Determinacién de las condiciones de operacién

Las condiciones de operacion se fijaron considerando la formacion de dos fases en
equilibrio dentro del sistema. Estas condiciones fueron estimadas teniendo en cuenta el diagrama
ternario (CO2 + etanol + agua) descrito por la ecuacion de estado de Peng-Robinson y las reglas
de mezcla de Wong-Sandler a 40 °C y 30 MPa (Durling et al., 2007). Se trabajo en un punto de
operacion por debajo de la curva que delimita la region de dos fases de la region de una sola fase.
En la Figura A.2 se ve el punto de operacion establecido a partir del cual se estimaron las
composiciones en cada una de las fases. Donde (a) corresponde a la composicion global del
sistema, (b) la composicion de la fase liquida y (c) la composicion de la fase supercritica. En la

Tabla A.1 se muestran las composiciones antes mencionadas.

Figura A.2
Diagrama ternario para la mezcla CO2-etanol-agua a 40 °C y 30 MPa. Figura tomada y adaptada

de (Durling et al., 2007).
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Tabla A.l
Composicion de las fases dentro del sistema de extraccion tomadas del diagrama ternario a 40 °C

y 30 MPa tomada de (Durling et al., 2007).

Region XCOz2 XH20 XC2HsOH
Global 0,53 0,36 0,11
Supercritica 0,93 0,02 0,05
Liquida 0,11 0,71 0,18

Para el calculo de las condiciones de operacion se siguié la siguien esta te secuencia de

operaciones:

e Volumen de material vegetal en el tanque (Vmv) al considerar la masa cargada (M) que
ocupo dos tercios del volumen total del tanque y la densidad estimada del material vegetal

(pmv = 1,05 g/cm?)

Vi=Mlp,_, (Ec.9)

e Volumen del tanque (Vk) calculado a partir del area transversal (A = 45,6 cm?) y la altura

(h =41 cm).
Vik =A*h (Ec. 10)
e Volumen disponible para la mezcla de solventes dentro del tanque (Vais).
Viis= V1 - Vi (Ec. 11)

e Volumen de la mezcla de modificadores liquidos (VL) dentro del tangue, escogida

arbitrariamente como una tercera parte del volumen disponible para la mezcla de solventes.
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VL = Vdis /3 (EC 12)

e Volumen del scCO dentro del tanque (Vsc) al considerar volumen disponible para la

mezcla de solventes.

VSC = Vdis - VL (EC 13)

e Volumen de etanol (Ve) y agua (Vw) que se debe cargar previo al tiempo estatico,
considerando la composicion global del sistema (punto a). Se debe calcular el porcentaje

en volumen de la mezcla compuesta por etanol y agua.
Ve=VL/2 (Ec. 14)
V, =V —V, (Ec. 15)
e Determinacion del flujo masico total (Ft) alimentado al sistema durante el tiempo dindmico
al considerar un valor arbitrario de velocidad superficial del fluido (Vs) menor que la unidad

y la densidad del flujo total (psc = 0,91 g/cm?) que se aproximé a la del CO2 puro, pues la

corriente esta enriquecida en este compuesto.
FT = VS * A * Psc (EC 16)

e Determinacion del flujo masico de cada solvente alimentado al sistema durante el tiempo
dindmico al considerar los valores de composicion global de la fase que sale del sistema,

que corresponde a la fase supercritica en la Tabla A.1

e Para estos calculos se establecio un valor de velocidad superficial condicionado a un flujo

masico de CO de 40 g/min. En este caso (Vs = 1,03 cm/min)
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Apéndice C. Resultados de las extracciones supercriticas en dos fases

Durante las extracciones se recolecto el extracto en fracciones durante seis momentos, en
la Tabla A.2 se muestra el rendimiento experimental acumulado de extraccion para las seis
especies en el tiempo y en la Tabla A.3 se muestra su respectivo valor teérico predicho por el

modelo empirico ajustado.

Tabla A.2

Rendimientos de extraccion experimentales acumulados para las especies estudiadas. Extraccion

supercritica a 50 °C y 30 MPa en dos fases.

Y (MQext/ gmv )

t(min) Satureja Satureja  Tagetes Calea Cymbopogon Hyptis
viminea  sp. filifolia peruviana martinii colombiana
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 2,13 3,23 0,83 12,34 1,70 1,05
20 5,50 6,92 1,84 20,83 4,03 3,60
30 9,46 12,42 3,07 30,71 6,09 5,86
60 20,41 16,13 4,54 53,29 12,31 10,30
90 24,23 17,60 5,46 74,31 15,32 11,82
120 28,77 19,09 6,38 78,52 16,86 13,73
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Tabla A.3

Rendimientos de extraccion tedricos acumulados para las especies estudiadas. Extraccion

supercritica a 50 °C y 30 MPa en dos fases. Prediccion a partir de modelo empirico.

Y(mgext/ gmv )
t(min) Satureja Satureja Tagetes Calea Cymbopogon Hyptis
viminea  sp. filifolia peruviana martinii colombiana
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 3,65 4,54 1,07 11,81 2,43 2,14
20 7,01 8,05 1,99 22,32 4,62 4,01
30 10,12 10,77 2,77 31,69 6,58 5,66
60 18,09 15,75 4,52 54,08 11,38 9,49
90 24,37 18,06 5,62 69,90 14,87 12,09
120 29,31 19,12 6,31 81,07 17,41 13,84
150 33,20 19,62 6,75 88,97 19,26 15,03
180 36,27 19,85 7,02 94,55 20,61 15,84
210 38,68 19,95 7,20 98,49 21,59 16,38
240 40,58 20,00 7,30 101,27 22,30 16,75

Apeéndice D. Resultados de la cuantificacion de fenoles mediante Folin-Ciocalteu

Para la cuantificacion de fenoles totales presentes en el extracto total obtenido se calcularon

los resultados a partir de una curva de calibracion de acido galico. En la

Tabla A.4 se muestran

los resultados obtenidos a partir de acido galico, con los cuales se construy6 dicha curva de



OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES EN ESTADO SUPERCRITICO 59

calibracidn. Esta curva se prepard por duplicado ya que las desviaciones entre los valores obtenidos

son pequefas y por ende no fue necesaria una tercera replica.

Tabla A.4

Resultados de absorbancia para experimento de Folin-Ciocalteu al patron de acido galico

ABSORBANCIA

myex: S
L R1 R2 PROM
70 0,046 0,042 0,944 0,003
50 0,702 0,694 0,698 0,006
30 04353 04374 04364  0,0015
15 02261 02289 02275  0,0020
5 0,076 0,082 0,079 0,004

En la Tabla A.5 se muestra la absorbancia obtenida para cada una de las cinco diluciones
preparadas para las seis especies en el experimento para la determinacion del CFT. Aqui se
muestran los resultados del experimento por triplicado, su respectiva desviacion estandar y calculo
del CFT. Inicialmente el calculo se hizo para cada dilucién y luego se recalculé para la solucion
madre usando el factor de dilucion. Aquellas absorbancias que superaron el valor promedio
méaximo de absorbancia de la curva de calibracion de acido galico no son consideradas (estas se
presentan en color rojo). Aqui se puede observar que el CFT es definido en un punto de absorbancia

central de la curva de calibracion (este punto se muestra en color amarillo).

En la columna uno se indica la concentracion de la solucion stock y en la tres la
concentracion de la dilucion que se prepard y monto en la respectiva placa de lectura junto con los

reactivos.
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Tabla A5

Resultados de absorbancia experimento de Folin-Ciocalteu para las seis especies estudiadas.

ABSORBANCIA

mygey, Especie mygey S Mmygreac mgeac Mmyegac
mL L R1 R2 R3 PROM L lenstock Gext
3000 126 128 1,38 1,31 0,07 96,31 3230 32,10
2000 0,93 0,92 1,07 0,97 0,08 71,23 3583 35,62
1500 0,75 0,72 0,82 0,76 0,05 55,37 3713 36,91
© 1000 0,52 0,52 0,56 0,54 0,025 38,36 3859 38,36
S
© 8 3 50 026 027 027 026 0007 17,87 3595 3574
S @ @
— (@) o
3000 0,66 0,68 0,68 0,67 0,014 48,72 1632 16,24
2000 055 0,49 051 052 0,031 37,09 1864 18,54
1500 0,43 040 042 042 0,019 29,36 1967 19,57
1000 0,28 0,31 0,32 0,30 0,020 20,65 2076 20,65
3 ®
8 g o 500 0,17 0,19 0,19 0,18 0,013 11,69 2349 23,37
o © —_
— = =
3000 1,36 1,41 1,46 1,41 0,053 104,22 3498 34,74
2000 0,93 0,92 1,00 0,95 0,038 69,66 3508 34,83
1500 0,72 0,72 0,75 0,73 0,016 52,84 3547 35,23
© 1000 0,46 0,47 0,48 047 0,011 3340 3363 33,40
S o
)
'c\i § E 500 0,21 0,22 0,23 0,22 0,007 14,78 2976 29,56
S S >
3000 0,49 052 0,49 0,50 0,016 35,63 1198 11,88
(4]
é 2000 0,37 0,36 0,36 0,36 0,008 25,32 1277 12,66
e
% 1500 0,29 0,30 0,30 0,29 0,006 20,20 1359 13,46
(&]
g— *é 1000 0,21 0,22 0,21 0,21 0,007 14,21 1433 14,21
o
— T
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500 0,12 0,14 0,13 0,13 0,009 7,84 1583 15,69

3000 1,06 1,11 1,06 1,08 0,027 79,09 2652 26,36

2000 0,73 0,75 0,78 0,75 0,022 5484 2758 27,42

1500 0,58 0,59 0,64 0,60 0,033 43,58 2923 29,05

z' 1000 0,42 040 0,44 042 0,021 29,61 2979 29,61

§- g 500 0,21 0,21 0,23 0,22 0,013 14,56 2929 29,12

- ” 3000 041 046 046 0,44 0,028 31,31 1053 10,44

= 2000 0,30 0,34 0,34 0,33 0,019 22,60 1140 11,30

g 1500 0,24 0,27 0,26 0,26 0,015 17,46 1174 11,64

% 1000 0,19 0,20 0,20 0,20 0,009 12,78 1290 12,78

% é‘ 500 0,12 0,12 0,12 0,12 0,004 7,10 1433 14,21
— O

Apéndice E. Resultados de las mediciones espectroscépicas a los extractos

Figura A.3

Espectros de absorbancia para las fracciones recolectadas en el tiempo de extraccién para la

especie Satureja viminea.
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En las Figuras A.3 a A.8 se muestran los espectros obtenidos para cada una de las
fracciones recolectadas en el tiempo para cada especie. A partir de estas mediciones y con ayuda
de una curva de calibracion por especie, posteriormente se determiné la concentracion de extracto

para cada fraccion.

Figura A4
Espectros de absorbancia para las fracciones recolectadas en el tiempo de extraccién para la

especie Satureja sp.
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Figura A.5

Espectros de absorbancia para las fracciones recolectadas en el tiempo de extraccién para la

especie Tagetes filifolia.
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Figura A.6

Espectros de absorbancia para las fracciones recolectadas en el tiempo de extraccién para la
especie Calea peruviana.
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Figura A.7

Espectros de absorbancia para las fracciones recolectadas en el tiempo de extraccion para la
especie Cymbopogon martinii.
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Figura A.8

Espectros de absorbancia para las fracciones recolectadas en el tiempo de extraccién para la

especie Hyptis colombiana
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De la Figura A.9 a A.14 se muestran los espectros para las cinco soluciones preparadas
para cada especie, esto para la construccion de sus respectivas curvas de calibracion con el fin de

determinar de la concentracion del extracto en las fracciones recolectadas durante la extraccion.

Figura A.9

Espectros de absorbancia para Las curvas de calibracion a partir del extracto total para la especie

Satureja viminea
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Figura A.10

Espectros de absorbancia para Las curvas de calibracion a partir del extracto total para la especie

Satureja sp.
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Figura A.11

Espectros de absorbancia para Las curvas de calibracion a partir del extracto total para la especie

Tagetes filifolia.
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Figura A.12

Espectros de absorbancia para Las curvas de calibracion a partir del extracto total para la especie

Calea peruviana.
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Figura A.13

Espectros de absorbancia para Las curvas de calibracion a partir del extracto total para la especie

Cymbopogon martinii.
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Figura A.14

Espectros de absorbancia para Las curvas de calibracion a partir del extracto total para la especie

Hyptis colombiana.
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De la Figura A.15 a la A.20 se muestran las curvas de calibracion que se construyeron a
partir de los espectros antes presentados. Cada curva fue construida a una longitud de onda segun

la especie en estudio.

Figura A.15

Curva de calibracion construida a partir de los espectros de absorbancia a partir del extracto total

para la especie Satureja viminea a una longitud de onda de 331 nm.
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Figura A.16
Curva de calibracion construida a partir de los espectros de absorbancia a partir del extracto total

para la especie Satureja sp. a una longitud de onda de 285 nm.
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Figura A.17
Curva de calibracion construida a partir de los espectros de absorbancia a partir del extracto total

para la especie Tagetes filifolia a una longitud de onda de 327 nm.
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Figura A.18

Curva de calibracion construida a partir de los espectros de absorbancia a partir del extracto total

para la especie Calea peruviana a una longitud de onda de 271 nm.
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Figura A.19

Curva de calibracion construida a partir de los espectros de absorbancia a partir del extracto total

para la especie Cymbopogon martinii a una longitud de onda de 407 nm
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Figura A.20
Curva de calibracion construida a partir de los espectros de absorbancia a partir del extracto total
para la especie Hyptis colombiana a una longitud de onda de 277 nm.
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Apéndice F. Comportamiento del extracto durante el proceso

De la Tabla A.6 a la Tabla A.11 se muestran los resultados compilados de la fase 1. Aqui
se puede observar el comportamiento de la extraccion durante el proceso. Se muestra la masa de
extracto, el rendimiento total, el rendimiento de extraccién de fenoles, la concentracion de extracto

total y la concentracion de fenoles. Estos datos son acumulados conforme transcurre el proceso.
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Tabla A.6

Comportamiento de la extraccién supercritica de Satureja viminea a 50 °C y 30 MPa.

t(min) M, (@) Y (MQex/gmv) Y; (mgeac/gmv) € (Qext/Lsin) C; (Qeac/Lsin)
0 0 0 0 0 0
10 0,6402 2,13 0,07 79,11 2,64
20 1,6494 5,50 0,18 154,58 5,16
30 2,8394 9,46 0,32 233,36 7,79
60 6,1218 20,41 0,68 293,81 9,81
90 7,2686 24,23 0,81 346,14 11,56
120 8,6318 28,77 0,96 382,44 12,77
Tabla A.7

Comportamiento de la extraccién supercritica de Satureja sp. a 50 °C y 30 MPa.

t(min) M, (@) Y (Mgext/Qmv) Y (Mmgeac/gmv) € (Qext/Lsin) C; (geac/Lsin)
0 0 0 0 0 0

10 1,3391 3,23 0,09 46,16 1,34

20 2,8725 6,92 0,20 91,96 2,67

30 5,1546 12,42 0,36 131,77 3,83

60 6,6947 16,13 0,47 152,96 4,44

90 7,3032 17,60 0,51 161,09 4,68

120 7,9221 19,09 0,55 164,89 4,79
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Tabla A.8
Comportamiento de la extraccion supercritica de Tagetes filifolia a 50 °C y 30 MPa.
t(min) M,y (@) Y (MQgext/gmv) Y (Mmgeac/gmv) € (Qext/Lsin) C; (geac/Lsin)
0 0 0 0 0 0
10 0,27 0,83 0,02 28,28 0,52
20 0,6 1,84 0,03 48,33 0,90
30 1,00 3,07 0,06 63,13 1,17
60 1,48 4,54 0,08 74,65 1,38
90 1,78 5,46 0,10 75,75 1,40
120 2,08 6,38 0,12
Tabla A.9

Comportamiento de la extraccién supercritica de Calea peruviana a 50 °C y 30 MPa.

t(min) M,y (@) Y (MQgext/gmv) Y (Mmgeac/gmv) € (Qext/Lsin) C; (geac/Lsin)
0 0 0 0 0 0

10 3,81 12,34 0,47 91,36 3,50

20 6,43 20,83 0,80 201,27 7,72

30 9,48 30,71 1,18 328,30 12,59

60 16,45 53,29 2,04 413,06 15,84

90 22,94 74,31 2,85 472,33 18,12

120 24,24 78,52 3,01 516,99 19,83




OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES EN ESTADO SUPERCRITICO 73
Tabla A.10
Comportamiento de la extraccién supercritica de Cymbopogon martinii a 50 °C y 30 MPa.
t(min) M,y (@) Y (MQgext/gmv) Y (Mmgeac/gmv) € (Qext/Lsin) C; (geac/Lsin)
0 0 0 0 0 0
10 0,5105 1,70 0,02 32,41 0,34
20 1,2085 4,03 0,04 85,25 0,89
30 1,8279 6,09 0,06 122,24 1,28
60 3,6939 1231 0,13 143,76 1,50
90 45945 15,32 0,16 155,65 1,62
120 5,0565 16,86 0,18 163,47 1,71
Tabla A.11
Comportamiento de la extraccidn supercritica de Hyptis colombiana a 50 °C y 30 MPa.
t(min) M,y (@) Y (MQgext/gmv) Y (Mmgeac/gmv) € (Qext/Lsin) C; (geac/Lsin)
0 0 0 0 0 0
10 0,3158 1,05 0,01 41,20 0,49
20 1,0814 3,60 0,04 93,26 1,11
30 1,7585 5,86 0,07 134,51 1,60
60 3,0886 10,30 0,12 158,72 1,89
90 3,5473 11,82 0,14 171,25 2,03
120 41184 13,73 0,16 178,72 2,12




