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RESUMEN

Vazquez Ledn, Lucio Abel. Doctorado en Ciencias en Alimentos - Instituto Tecnolégico de Veracruz.
Doctorado en Recursos Agroalimentarios — Universidad de Cadiz. Junio 2018. Termodinamica del
proceso de obtencién de extractos secos de Moringa oleifera. Asesores: Dra. Guadalupe del
Carmen Rodriguez Jimenes, Dr. Gerardo Fernandez Barbero.

Las hojas de moringa (Moringa oleifera) son una fuente importante de compuestos fendlicos
con acciones terapéuticas. Su cultivo se ha extendido ampliamente debido a los beneficios que
representan su explotacion y consumo. En el presente trabajo, se propuso estudiar el proceso de
obtencion de extractos secos de moringa atendiendo criterios térmicos y de calidad. Se consideraron
aspectos relacionados con la recoleccion del vegetal, la extraccion sélido-liquido a partir de hojas de
moringa y el secado por aspersion con nitrdgeno en ciclo cerrado (SACC) de extractos alcohdlicos. En
la primera etapa del trabajo se evalué el efecto de la edad del arbol, los factores climaticos y los
parametros fisicos y quimicos del suelo sobre el contenido de acido galico, fenoles totales,
carotenoides totales y &acido ascérbico; y sobre la actividad antirradical de extractos de moringa. El
andlisis de datos mostré que los compuestos de referencia y la actividad antirradical de las hojas de
moringa presentaron correlacion con los factores climaticos (precipitacion, temperatura y radiacion) y
con los nutrientes del suelo (principalmente con K y P). Posteriormente se realizaron cinéticas de
extraccion de hojas secas de moringa con etanol:agua 80:20 (p/p) para evaluar sus propiedades de
equilibrio y de transferencia de masa. Las extracciones se realizaron a diferentes tamafos de
particula, temperaturas y relaciones de muestra/disolvente. Con los datos obtenidos, se calcularon los
pardmetros de equilibrio: solucion retenida especifica por gramo de inerte (M) y constante de
distribucion entre fases al equilibrio (K.,). Se definieron las condiciones de operacion para obtener el
rendimiento maximo de extraccién con la concentracion maxima del extracto: tres etapas, relaciéon de
muestra/disolvente (g-g™) de 0.03, 120 min por cada etapa a 55 °C y con hoja entera. En la siguiente
etapa se evalug el efecto de diferentes proporciones (p/p) de material de soporte:sélidos de extracto y
de distintas temperaturas de entrada y de salida del gas de secado sobre el rendimiento del proceso,
la retencion de quercetina-3-rutinésido (Q3R) y kaempferol-3-glucdsido (K3G) y el consumo de
energia durante el SACC del extracto de moringa. Se us6 una mezcla 95:5 (p/p) de maltodextrina DE-
10 (M) vy silice precipitada (S) como material de soporte. Finalmente, se evalué el efecto de la
temperatura (25 y 50 °C) y la humedad relativa de almacenamiento (25, 50 y 75%) sobre la estabilidad
del contenido de Q3G y K3G en extractos secos de moringa. Las condiciones de SACC que
permitieron el menor consumo de energia (80 kW-h-kgss ™), el mayor rendimiento de proceso (57.8%) y
la mayor retencién de Q3R (71.3%) y K3G (65.5%), corresponden a temperaturas de entrada y salida
de 140 y 60 °C, respectivamente, a una proporcion de 3 g de MS por g de s6lidos de extracto. La
adicion de S permiti6 mayor estabilidad de las particulas secas de moringa.
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ABSTRACT

Vazquez Ledn, Lucio Abel. Doctorado en Ciencias en Alimentos - Instituto Tecnolégico de Veracruz.
Doctorado en Recursos Agroalimentarios — Universidad de Cadiz. June 2015. Thermodynamic of
obtaining process of Moringa oleifera dry extracts. Advisors: PhD. Guadalupe del Carmen
Rodriguez Jimenes, PhD. Gerardo Fernandez Barbero.

Moringa leaves (Moringa oleifera) are an important source of phenolic compounds with therapeutic
action. Moringa crops have increase due to the benefits of its exploitation and consumption. In the
present work, it was proposed to study the obtaining process of moringa dry extracts according to both
thermal and quality criteria. Aspects related to moringa leaves harvest, solid-liquid extraction from
moringa leaves and spray drying with nitrogen in closed loop (SDCL) of alcoholic extracts were
considered. In the first stage of the work, the effects of the tree age, the climatic factors and physical
and chemical parameters of the soil on the content of gallic acid, total phenols, total carotenoids and
ascorbic acid, and on the antiradical activity of ethanolic extracts from moringa-dried leaves were
evaluated. Multivariate data analysis showed that the bioactive compounds measured as reference
and the antiradical activity from moringa leaves presented correlation with climatic factors
(precipitation, humidity and radiation) and with soil nutrients (principally with K and P). In the next
stage, fundamental information on the mass transfer properties and the concentration distribution
between phases at the equilibrium were estimated from solid-liquid extraction kinetics in a single stage
from moringa-dried leaves. A mixture of ethanol:water 80:20 (w/w) was used as solvent. The
extractions were carried out at different particle sizes, temperatures and sample/solvent ratios. With
the obtained data, the equilibrium parameters were calculated: specific retained solution per inert gram
(M) and distribution constant between phases at equilibrium (K,,). Process conditions were defined to
produce the maximum extraction yield with the maximum extract concentration: a feed as whole dry
leaves to decrease the retained solution, extraction temperature of 55 °C, an extraction time of 120 min
by each extraction stage, solid to solvent ratio of 0.03 g-g™. In the third stage, the extracts were spray
dried at different inlet and outlet temperatures. A mixture of 95:5 (w/w) of maltodextrin
DE10:precipitated silica (MS) was used as carrier material. The process yield and retention of both
kaempferol-3-glucoside (K3G) and quercetin-3-rutinoside (Q3R) and the energy consumption during
the SDCL of moringa extract were evaluated. Finally, the effects of temperature (25 and 50 °C) and
relative humidity (25, 50 and 75%) on the stability of the content of Q3G and K3G in moringa-dried
extracts were evaluated. The SACC conditions that allowed the lowest energy consumption (80
KW-h-kgss %), the highest process vield (57.8%) and the highest retention of Q3R (71.3%) and K3G
(65.5%) correspond to inlet and outlet temperatures of 140 and 60 °C, respectively, at a ratio of 3 g of
MS per g of extract solids. The addition of precipitated silica allowed greater stability of the moringa-

dried particles.
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1 INTRODUCCION

Desde hace miles de afios, la civilizacién humana ha aprovechado diversas plantas por sus
propiedades medicinales. Documentos egipcios escritos alrededor de 1500 afios a.C. incluyen mas de
700 prescripciones médicas tradicionales con materiales vegetales tales como: cilantro, ajo, semillas
de lino, menta, higos, amapola, anis y aceite de ricino (Mujumdar, 2006; Krishnaiah et al., 2011).
Actualmente, los materiales vegetales contintan siendo recursos muy valiosos, Utiles en la vida diaria
como alimentos, aditivos alimentarios (saborizantes, colorantes, fragancias, antioxidantes) o en
particular en la industria farmacéutica como fuente de principios activos, o precursores quimicos,
(Vinatoru, 2001; Shirsath et al., 2012) debido a la presencia de diferentes compuestos bioactivos en
dichos alimentos, los cuales contribuyen a prevenir el desarrollo de enfermedades crénico-
degenerativas (Krishnaiah et al., 2011; Shirsath et al., 2012).

Para su aprovechamiento en las industrias alimentaria y farmacéutica, los compuestos
bioactivos de materiales vegetales se obtienen generalmente de muestras deshidratadas (Ahmad et
al., 2013a), con una posterior extraccién sélido-liquido en condiciones controladas (tipo y cantidad de
disolvente, temperatura), en esta etapa se emplean principalmente disolventes organicos, como el
metanol y el etanol, mezclados con agua (Rakotondramasy et al., 2007; Castillo-Santos et al., 2016).
La siguiente etapa involucra la separacién de los sélidos a partir de los extractos (Rakotondramasy et
al., 2007), para ello se utiliza ampliamente el secado por aspersion, sin embargo, es necesario
evaporar previamente el disolvente organico para evitar su combustién durante el secado. Esta etapa
se asocia con la consecuente reduccion del rendimiento de los compuestos bioactivos (Praveen et al.,
2008). Una opcion para evitar la etapa de evaporacion del disolvente organico de los extractos
vegetales es acoplar la unidad de secado por aspersiéon a una bomba de calor, la cual le confiere una
configuracién de ciclo cerrado, y con ello la posibilidad de utilizar gases inertes en recirculacion (por
ejemplo, nitrégeno). Ademas permite recuperar el disolvente a través de la unidad de condensacion
(Paudel et al., 2013).

Diferentes condiciones de procesamiento pueden conducir a productos con distintas
caracteristicas, por lo tanto, el estudio de las etapas involucradas en la obtencién de extractos secos
de materiales vegetales es requisito basico para finalizar con un nivel uniforme y suficiente de
compuestos bioactivos que garanticen la eficacia del producto (Bott et al., 2010). Esto no es una tarea
facil debido a que los vegetales y sus preparaciones son (a diferencia de las drogas sintéticas)
mezclas complejas de componentes con diferentes caracteristicas fisico-quimicas (Papadakis et al.,
2006; Souza y Oliveira, 2006; Karaaslan y Dalgig, 2012).
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INTRODUCCION

Una fuente importante de compuestos bioactivos, particularmente de compuestos fendlicos,
esta contenida en las hojas de Moringa oleifera Lam. (moringa). En México en la Ultima década su
cultivo se ha extendido ampliamente, debido a su facil adaptacion y rapido crecimiento, ademas de los
beneficios que representan su explotacion y consumo (Olson y Fahey, 2011; Olson y Alvarado-
Cérdenas, 2016). Por estas caracteristicas se seleccion6 como material de estudio en el presente
trabajo de investigacion. El objetivo se centré en estudiar el proceso de obtencién de extractos secos
de hojas de moringa. Para ello, se consideraron aspectos relacionados con: la variacién de
compuestos bioactivos en cultivos de moringa; la modelacion y simulacién del proceso de extracciéon y

del secado por aspersion en ciclo cerrado.

Para obtener un extracto vegetal seco con la concentracion 6ptima de compuestos bioactivos
que garantice su eficacia se requiere una comprension apropiada de cada etapa involucrada en el
proceso. Actualmente existe una tendencia de optimizacién de los procesos de extraccion de
compuestos bioactivos y secado por aspersion de extractos a través de modelos obtenidos mediante
metodologia de superficie de respuesta, sin embargo, éstos so6lo son aplicables dentro de la region de
estudio. En general, para comprender los fendmenos de transporte del proceso se requiere el

desarrollo de modelos matematicos capaces de reproducir la conducta dinamica de un proceso.

En este sentido, en el Instituto Tecnoldgico de Veracruz existe una linea de investigacion en
modelacion, simulaciéon y optimizacién de procesos alimentarios. Como resultado, Castillo-Santos et
al. (2016) propusieron un modelo matematico general que representa la dinamica del proceso de
extraccion por lote en etapas multiples a contracorriente. El modelo considera como disolvente una
mezcla muy comun en el area de extraccién de compuestos bioactivos (etanol:agua) y dos relaciones
de equilibrio requeridas para la descripcion del sistema de extraccion sélido-liquido. Estas relaciones
de equilibrio se obtuvieron experimentalmente a partir de un sistema etanol:agua:vainilla y se aplico en
el mismo para su simulacion y optimizacion. En el presente trabajo se retomé el modelo de Castillo-
Santos et al. (2016) para la obtencion de un extracto crudo 6ptimo de moringa, tratando de demostrar
que mientras el proceso presente una tendencia lineal, la optimizacién en funcion del aumento del

rendimiento de sélidos extraibles es factible.

Para representar la dindmica del proceso de secado por aspersion del extracto alcohdélico crudo
obtenido con las variables del proceso optimizadas, se planted utilizar el modelo propuesto por
Aguirre-Alonso (2016) para un sistema en ciclo cerrado. Este modelo fue obtenido a partir del modelo
propuesto por Palencia et al. (2002), el cual es uno de los modelos méas generales que han sido
reportados para representar la dinamica del proceso de secado por aspersion, debido a que esta en
términos de ecuaciones simultaneas de transferencia de calor y masa interna y externa con una
relaciéon de equilibrio para el agua entre las fases en una serie de N etapas idealmente mezcladas
dentro de la camara de secado. Las variables de ambos modelos (Palencia et al., 2002; Aguirre-

Alonso, 2016) estan directamente relacionadas con el consumo de energia y materia prima, y con la
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INTRODUCCION

productividad y la humedad final del producto; no se correlacionan con la retencion de compuestos
bioactivos en el producto final. Por ello, se decidi6 realizar el estudio del efecto de las variables del
proceso de secado por aspersion en ciclo cerrado sobre la retencion de compuestos fendlicos de
referencia, implicando de esta forma la correlacion tanto de criterios térmicos como de calidad para la
definicion de las variables del secado por aspersion de extractos de moringa que permitieran obtener

la mayor retencion posible de compuestos bioactivos con el menor consumo de energia.

La resolucion del modelo de Aguirre-Alonso (2016), al igual que el de Palencia et al. (2002), se
basa en el conocimiento de las propiedades del material a secar. Por lo tanto se requiri6 generar la
isoterma de sorcion del extracto seco de moringa para integrarla al modelo propuesto por Aguirre-
Alonso (2016). Finalmente, se estudié la estabilidad del extracto seco a diferentes humedades
relativas y temperaturas, evaluando el contenido de compuestos fendlicos de referencia, debido a que

éstos representan los compuestos bioactivos mayoritarios en las hojas de moringa.
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2 ANTECEDENTES

Las plantas medicinales contienen una serie de moléculas que pueden tener un impacto sobre
la prevencion de algunas enfermedades, siendo estos constituyentes denominados compuestos
bioactivos. En las ultimas dos décadas estas sustancias estan siendo ampliamente investigadas en
laboratorios de las industrias farmacéutica y alimentaria. Los compuestos bioactivos se aprovechan
particularmente en forma de extractos. La obtencion de los extractos secos de plantas es una
estrategia prometedora para mejorar la estabilidad del producto, su manipulacion, transporte y
almacenamiento. Las hojas de Moringa oleifera Lam. (moringa) son una fuente importante de
compuestos fendlicos y su cultivo se ha extendido ampliamente en México. Representa un arbol de
creciente interés para el desarrollo econdmico de algunas poblaciones mexicanas donde las
condiciones climéticas no son aptas para la mayoria de los cultivos, por lo cual se ha propuesto como
material vegetal para estudiar y optimizar el proceso de obtencién de extractos secos. En esta seccién
se abordan los antecedentes de las variables de estudio: la variacion de compuestos bioactivos
durante el desarrollo del arbol, el proceso de extraccién de compuestos bioactivos y el secado por

aspersion en ciclo cerrado de extractos.

2.1 Moringa oleifera Lam.

Originario de la India, el arbol de Moringa oleifera Lam. (moringa) lleva ya varios siglos como
parte de la horticultura tradicional mexicana, prospera preferentemente en zonas tropicales con
temperaturas minimas por encima de los 15 °C, con una precipitacion menor a los 1.000 mm y
altitudes de hasta 600 msnm. Esta combinacion de caracteristicas climaticas se encuentra
principalmente en el trépico seco de la depresion del Balsas y en la costa del Pacifico Mexicano. Un
total de 13 estados mexicanos presentan localidades 6ptimas para el cultivo del arbol de moringa,
destacando por su area Guerrero, Michoacan, Oaxaca, Veracruz y Jalisco (Olson y Fahey, 2011,
Olson y Alvarado-Cardenas, 2016). El arbol de moringa es considerado uno de los arboles mas utiles
en el mundo debido a que cada parte se puede utilizar para alimentos de consumo humano,
medicamentos o para efectos practicos industriales (piensos para animales, fibra textil, madera para
fuego). Pero el especial interés en el arbol recae sobre las hojas, pues se encuentran disponibles
durante todo el afio, se pueden comer frescas, cocidas, o ser almacenadas como producto seco
durante muchos meses sin necesidad de refrigeracion (Verma et al., 2009; Rodriguez-Pérez et al.,
2015). Diferentes acciones terapéuticas han sido atribuidas a su consumo, y se cuenta con articulos

cientificos que reportan que las hojas de moringa son: antiespasmadicas, antiinflamatorias
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(Céceres et al.,, 1992), antiulcerosas (Pal et al., 1995), hipocolesterolémicas (Ghasi et al., 2000),
hipotensivas (Faizi et al., 2007), hipolipidémicas, antiateroscleréticas (Chumark et al., 2008),
hipoglucemiantes (Tende et al., 2011), antioxidantes (Shih et al., 2011; Moyo et al., 2012; Vongsak et
al.,, 2013) y antidiabéticas (Yassa y Tohamy, 2014). Estas actividades son derivadas de diferentes
compuestos bioactivos presentes en las hojas de moringa, principalmente: compuestos fendlicos, -
caroteno y acido ascoérbico (Chumark et al., 2008). En particular, algunos investigadores han afirmado
que las hojas de moringa son ricas en acido clorogénico, acido galico, glucésidos de kaempferol y de
quercetina (Verma et al., 2009; Rodriguez-Pérez et al., 2015). Estos fitoquimicos son factores
importantes para evaluar la calidad de los extractos de moringa, ya que son responsables de su
capacidad de captacion de radicales libres y de su actividad benéfica para la salud humana. Sin
embargo, el contenido de estos componentes depende de diferentes factores que se discuten a

continuacion.

Los compuestos bioactivos de plantas se producen en forma de metabolitos secundarios, los
cuales permiten a la planta incrementar su capacidad general para sobrevivir y superar las
condiciones de estrés de su entorno (Azmir et al., 2013). La abundancia relativa de estos fitoquimicos
en cada planta determina la contribucién especifica para prevenir deficiencias, mejorar la salud o
prevenir enfermedades. La composicion y el contenido de los componentes quimicos de las plantas se
ven influenciadas por la especie, la edad de la planta, las fechas de recoleccion, y por otros factores
que afectan el desarrollo del arbol; como el suelo, la ubicacion geogréfica y las condiciones climéticas
(Liang et al., 2004; Hellin et al., 2010; Campbell et al., 2013).

En este término, Siddhuraju y Becker (2003) estudiaron la capacidad antirradical y la actividad
antioxidante de extractos de hojas liofilizadas de moringa provenientes de tres regiones agroclimaticas
(India, Nicaragua y Niger). Los resultados mostraron que el mayor rendimiento de extraccién de
compuestos fendlicos corresponde a una mayor actividad antioxidante y que las hojas recolectadas en
Nicaragua presentaron un mayor contenido de fenoles totales (4.25 g/100 g bs) que las muestras
procedentes de la India (2.94 g/100 g bs) y Niger (3.66 g/100 g bs). Sin embargo, no existen datos
especificos que describan el efecto de los factores climéaticos u otros factores agronémicos sobre el
potencial antioxidante de las hojas de moringa. Igbal y Bhanger (2006) reportaron variaciones
significantes en la actividad antioxidante de los extractos metandlicos de hojas de moringa en funcion
de las estaciones de cosecha y las condiciones agroclimaticas de cinco lugares de Pakistan. En
general, se observd una relacién inversa entre la temperatura ambiental y el contenido de fenoles
totales (CFT) y la actividad antioxidante. Sin embargo, no se investigo el efecto de las propiedades del
suelo sobre estos parametros y tampoco se especificé el rango de temperatura, referido en el reporte

como frio o caliente.
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Jongrungruangchok et al. (2010) compararon la composicién proximal y los constituyentes
minerales en hojas de moringa de 11 regiones agroclimaticas diferentes distribuidas en Tailandia. Sin
embargo, a pesar de tener 11 muestras de diferentes regiones, los autores no discutieron las razones

de las variaciones en los valores del perfil nutricional.

En otra investigacion se estimaron los principales fitoquimicos (glucosinolatos, compuestos
fendlicos y flavonoides) y nutrientes (proteina total, grasa cruda, acidos grasos y minerales) de
diferentes tejidos de moringa (raiz, semilla, tallo, peciolo y hoja) cultivados en Ghana y cosechados en
tres etapas de desarrollo: plantas vegetativas, plantas post-floracién y plantas post-produccion de
vainas (Amaglo et al., 2010). En todas las etapas de desarrollo, los autores informan que las hojas
tenian los contenidos de flavonoides mas altos y mas complejos, mientras que compuestos fenélicos y
flavonoides no se detectaron en las raices y las semillas. Ademas, los niveles mas altos de
compuestos bioactivos se detectaron en las hojas de las plantas post-floracion. Cuando estos autores
compararon sus resultados con otros informes, encontraron diferencias en el contenido de los
compuestos bioactivos, explicando que podrian ser causados por diferencias en las condiciones de

cultivo y cosecha, pero no fueron especificos sobre la fuente de estas variaciones.

Shih et al. (2011) describen el efecto de diferentes partes del arbol de moringa (hojas, tallo y
peciolo) y de las estaciones (julio de 2004 y enero de 2005) sobre la composiciéon quimica y la
actividad antioxidante de arboles de moringa cultivados en Taiwan. Sus resultados mostraron que las
muestras cosechadas en enero tuvieron mayor contenido de cenizas (excepto la parte del tallo), calcio
y compuestos fendlicos (excepto la parte de la hoja) y una mayor actividad antioxidante que las
muestras de julio. En ambas estaciones las hojas expresaron la mayor actividad antioxidante, seguida
por el peciolo y el tallo. Recientemente, Ndhlala et al. (2014) realizaron un estudio para evaluar la
variacion de las propiedades antioxidantes, antimicrobianas y fitoquimicas de trece cultivares de
moringa obtenidos en diferentes lugares: Tailandia, Taiwan, Sudafrica y Estados Unidos de América.
Todas las accesiones fueron cultivadas en la granja experimental del Consejo de Investigacion
Agricola (ARC, por sus siglas en inglés) ubicada en Roodeplaat, Pretoria. En general, los cultivares de
Tailandia exhibieron las mayores cantidades de compuestos fendlicos totales y los mayores valores de
actividad antioxidante. Las variaciones en los datos obtenidos por Ndhlala et al. (2014) pueden sugerir
diferencias en la capacidad de cada procedencia para establecerse en el nuevo entorno. Sin embargo,
estos autores no proporcionaron informacion sobre las condiciones agroclimaticas; por lo tanto no es

posible inferir como estos factores afectaron a las plantas.

Mientras que el contenido de compuestos bioactivos en las plantas varia ampliamente, puede
generalizarse que las hojas de moringa son una fuente importante de éstos. Si afladimos a este hecho
que el uso de plantas medicinales como alternativa terapéutica de origen natural ha recibido
consideracion importante en todo el mundo (Bott et al., 2010), podemos afirmar que el arbol de

moringa representa una opcién muy atractiva para ser cultivado y ampliamente explotado en regiones
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tropicales y subtropicales. Sin embargo, dada la falta de informacion especifica correlacionando las
condiciones agroclimaticas con las variaciones sobre el contenido de compuestos bioactivos en hojas
de moringa (Tabla 2.1), es necesario proporcionar el conocimiento para determinar las condiciones
agronomicas que disminuyen o aumentan el contenido de estos compuestos bioactivos en hojas de
moringa. En el presente estudio se propuso contribuir a conocer los efectos de la edad del &rbol, los
parametros fisicos y quimicos del suelo y los factores climéticos, sobre el contenido de compuestos
fendlicos totales, carotenoides totales y éacido ascoérbico; y sobre la actividad antirradical de los

extractos etandlicos obtenidos a partir de hojas de moringa.

2.2 Obtencion de extractos secos de plantas de uso medicinal

En la mayoria de los casos, las plantas secas trituradas con las cuales se elaboran los
productos fitofarmacéuticos son consideradas errGneamente como las sustancias activas. Sin
embargo, las plantas son mezclas complejas de componentes con diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, y no precisamente todos son los responsables de una actividad terapéutica definida. La
obtencion de extractos de plantas de uso medicinal permite recuperar los compuestos bioactivos que,
como se ha venido discutiendo, son los responsables de las actividades terapéuticas asociadas al
consumo de productos derivados de plantas. El desarrollo y obtencion de extractos secos es, en los
Ultimos afios, un tema importante de las industrias de transformacion de plantas de uso medicinal,
debido a las ventajas del extracto seco sobre las formas liquidas convencionales: menores costes de
almacenamiento, facil manejo del producto, mayor concentracion de los compuestos bioactivos e
incremento de su estabilidad durante el almacenamiento (Souza y Oliveira, 2006; Bott et al., 2010;
Cortés y Oliveira, 2012).

En la Figura 2.1 se representa un enfoque integrado que muestra la secuencia de obtencion de
extractos secos de plantas de uso medicinal. Las condiciones de operacion involucradas en este
proceso afectan directamente los costes de produccion y las propiedades fisico-quimicas del producto
final, pudiéndose originar diversos grados de pérdida de los compuestos bioactivos (Bott et al., 2010).
En el presente trabajo se propuso estudiar sistematicamente la extraccion de compuestos bioactivos a
partir de hojas secas de moringa y el secado por aspersion del extracto obtenido, con el fin de
determinar las condiciones que permitieran obtener la mayor cantidad posible de compuestos
biactivos en el producto final con el minimo consumo de disolvente y energia. Por dicho enfoque, en
las siguientes secciones se describen las etapas principales para obtener el extracto vegetal seco:
secado del material vegetal, extraccion de los compuestos bioactivos y secado por aspersion del

extracto.
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TABLA 2.1 Contenido de compuestos bioactivos y otras caracteristicas de Moringa oleifera.
Partes del . Etapa de | Variables Factores
: ” Origen del Fecha de - b .
Variables de respuesta arbol . - desarrollo |estudiadas| climéticos Referencias
cultivo recoleccion p
evaluadas del arbol | del suelo | evaluados
Acido ascérbico, fendlicos totales,
flavonoides totales, separacion de India, Siddhuraiu
flavonoides por HPLC y Hojas Nicaragua y | Diciembre 2000 NR NR NR Iu y
T - . Becker (2003)
determinacion de actividad Niger
antioxidante por métodos diferentes
Acido ascérbico, fendlicos totales, . 8 Temperatura
) - . Diciembre, ; .
flavonoides totales, actividad 5 diferentes marzo. iunio ambiental: labal v Bhanaer
antirradical y determinacion de Hojas provincias de > ) y NR NR temperaturas abal’y 9
- LI . s septiembre p (2006)
actividad antioxidante por métodos Pakistan frias 'y
) (2001 a 2003) :
diferentes calientes
Fendlicos totales, flavonoides
totales, carotenoides totales, acido :
Py o Hojas
ascorbico, tocoferol, actividad Hoias India NR maduras NR NR Sreelatha y Padma
antirradical y determinacion de ) - y (2009)
Lo L tiernas
antioxidantes enziméaticos por
diferentes métodos
Plantas
vegetativas
(100 dias
Separacion, cuantificacion e de edad), S
. - L . . Descripcion
identificacion de glucosinolatos, p . Las semillas plantas de o
J - Raiz, semilla, . del sitio de
fendlicos, flavonoides y otros de - Kumasi, fueron post- = Amaglo et al.
- 2 . tallo, peciolo Ay NR produccion
fitogquimicos. Contenido de f Ghana trasplantadas en| floracién y (2010)
) . p y hoja en forma
nutrientes: proteina total, grasa mayo de 2004 de post-
P ! g general
cruda, acidos grasos y minerales produccioén
de vaina
(320 y 380
dias)
NR: no reportado. *Capacidad de intercambio catiénico, "conductividad eléctrica.

21/140



Universidad
de Céadiz

W/ UCA

Tesis doctorales de la Universidad de Cadiz

VAZQUEZ LEON, LUCIO ABEL

TERMODINAMICA DEL PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTOS SECOS DE MORINGA OLEIFERA

Ejemplar para: uG12715452

Fecha/hora: 11/06/2021 21:27:16

Identificador de réplica:
UCAgb6LW#uceagdj1SjudUcxMjcxNTQ1Mg==

ANTECEDENTES

Continta TABLA 2.1

Partes del Origen del Fecha de Etapa de | Variables Factores
Variables de respuesta arbol ger - desarrollo |estudiadas| climaticos Referencias
cultivo recoleccion .
evaluadas del arbol | del suelo | evaluados
Composicién proximal (humedad, .
cenFi)zas, graga cruda,(proteina Hoias lg-os;:]ecriggtgz NR NR NR NR Jongrungruangchok
cruda y fibra cruda) y componentes ! P Tailandia et al. (2010)
minerales (calcio, potasio, hierro)
Compuestos fendlicos totales, acido
ascorbico, composicion proximal . h
(proteina cruda, grasa cruda, Hoja, y tallo T_?L;C\ltgnng, ‘(]:]l:frozggég NR NR NR Shih et al. (2011)
cenizas y calcio) y actividad
antioxidante
Fendlicos totales, flavonoides ermlg las- r-cr)gggzrﬁisas
totales, actividad antibacteriana, 9 ma’; Fecibieron las Ndhlala et al
actividad antifingica y Hojas recogidos de NR NR NR mismas (2014) ’
determinacion de actividad difegentes racticas de
antioxidante por diferentes métodos | p :
ugares manejo
a | Temperatura
Contenido de compuestos fendlicos Diferentes Fé'é’bCKECP’ media,
totales, carotenoides totales, acido Junio, julioy muestras: Ni—! + ' |precipitacion,
ascorbico y acido galico; y . Veracruz, septiembre ] 4 humedad .
. A S Hojas "y . 276 a 949 materia : Presente trabajo
determinacion de la actividad México 2014; enero y dias de oradnica relativa,
antirradical mediante ensayos mayo 2015 edad arci?la Iim’o radiacion
DPPH y ABTS are:na ' solar,

radiacion UV

NR: no reportado. *Capacidad de intercambio catiénico, "conductividad eléctrica.
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/Seleccién del material vegetal: \

e Revisibn en literatura sobre resultados cientificos de su actividad
terapéutica.

e Autenticacién de los datos para su validez: contenido y presencia de
compuestos bioactivos, pruebas in vitro/in vivo de su actividad terapéutica,
etc.

e Decision sobre la necesidad de pruebas de control durante la secuencia
de obtencion del extracto seco: contenido de compuestos bioactivos,

K actividad antirradical, humedad, actividad de agua, etc. /

v

Preparacion del material vegetal (secado y trituracion):
Recoleccion del material vegetal.
r

contenido posible de compuestos bioactivos.

L J
e Secado de la muestra bajo condiciones que permitan conservar el mayo
e Trituracion del material vegetal deshidratado.

2

Extraccion de los compuestos bioactivos del material vegetal:
e Comparar la selectividad de diferentes disolventes para la extraccion de los

compuestos bioactivos de interés.
e Extraccion del material vegetal seco y triturado mediante el método que
permita el mayor rendimiento de los compuestos bioactivos de interés.

2

/Obtencic’)n del extracto vegetal seco: \

e Concentracion (mediante destilacion) del extracto crudo para eliminar el
disolvente organico (generalmente etanol).

e Secado del extracto acuoso concentrado mediante liofilizacion ¢ secado
por aspersion.

e Pruebas de estabilidad del producto seco obtenido: concentracién de
compuestos bioactivos, actividad antirradical, pruebas de su actividad

k biolégica, estabilidad fisica de las particulas, etc. /

FIGURA 2.1 Esquema general de la secuencia de obtencién de extractos secos de plantas de
uso medicinal (Adaptado de Aguilera, 2003; Praveen et al., 2008; Bott et al., 2010; Moreira et al.,
2010; Azmir et al., 2013).

10
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2.3 Secado convectivo de plantas de uso medicinal

El secado es una técnica de conservacion de alimentos basada en la disminucion de la
actividad de agua de los mismos, a fin de brindarles estabilidad frente a la degradacién microbiana,
reducir reacciones quimicas deteriorativas y reducir gastos de almacenamiento y transporte (Singh y
Heldman, 2009). En el caso particular de la extraccion de compuestos bioactivos, el secado evita la
interferencia de agua en la liberacién de estos componentes, mejorando el rendimiento de extraccion
(Ahmad et al., 2013a). La ruptura de los componentes celulares durante el secado también podria
facilitar la liberacién de los componentes activos ligados a éstos (Ahmad et al., 2013b). Los métodos
maés populares para el secado de materiales vegetales son: a la sombra, al sol y el secado en hornos
con aire caliente (Gyamfi et al., 2011). Para fines industriales, el secado por aire caliente es el método
mas ampliamente utilizado, ya que permite un control preciso de las variables de proceso y un tiempo

corto de operacién en comparacion a los otros métodos (Ahmad et al., 2013a; Ahmad et al., 2013b).

Tradicionalmente, las temperaturas de aire comprendidas entre 30 y 40 °C se utilizan para
proteger los compuestos bioactivos de la degradacién térmica durante el secado convectivo. Sin
embargo, el secado a estas temperaturas constituye un proceso lento en el que las reacciones
metabdlicas y de oxidacion pueden ser de larga duracion, lo que conlleva a la degradacion de los
componentes activos de los materiales vegetales (Fennell et al., 2004). De esta manera, en algunos
reportes se sugiere el uso de temperaturas de aire entre 50 y 60 °C para el secado de materiales
vegetales (Gogus y Maskan, 2006; Pérez-Landa, 2013). En este rango de temperaturas, la velocidad
de secado se incrementa, esto podria aumentar la productividad a escala industrial, pero al mismo

tiempo podria promover la degradacion de compuestos termosensibles (Gomes y Caponio, 2001).

En este contexto, numerosas investigaciones se han centrado en evaluar el efecto de las
condiciones de operacion y de diferentes métodos de secado, sobre el perfil y el contenido de los
componentes bioactivos presentes en materiales vegetales (Di Cesare et al., 2004; Ben Haj Said et
al., 2013). Especificamente, en las hojas de moringa se han realizado diferentes trabajos (Joshi y
Mehta, 2010; Premi et al., 2010; Gyamfi et al., 2011; Pérez-Landa, 2013), entre los cuales, Pérez-
Landa (2013) evalud6 el efecto del secado por liofilizacién, en lecho fluidizado, a la sombra y al sol;
haciendo un seguimiento a través del tiempo de secado del contenido de compuestos fendlicos, de
acido ascorbico, de carotenoides totales y la actividad antirradical (estas cinéticas no se realizaron
para el secado por liofilizacién). Concluyé que la temperatura es la variable de mayor influencia sobre
la retencion de los atributos antioxidantes en el secado por conveccion forzada (lecho fluidizado), y
reporta que a 65 y 55 °C se consiguen porcentajes de retencion de fenoles (84 y 85%,
respectivamente) mayores que a 45 °C (79%) y 35 °C (37%), lo que sugiere que estos resultados se
obtuvieron debido a los distintos tiempos de exposicién a la corriente de aire que produjo reacciones
de oxidacion. El trabajo de Pérez-Landa (2013) se tom6 como referencia para el secado de las hojas

de moringa durante este estudio.

11
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2.4 Proceso de extraccién de compuestos bioactivos a partir de materiales vegetales

Los compuestos bioactivos se encuentran en matrices complejas, generalmente en estado
sélido. Para separar un soluto de la fase sélida, ésta se pone en contacto con una fase liquida. El
disolvente debe difundirse al interior del sélido para disolver el o los compuestos deseados que se
trasfieren a su vez a la fase liquida, lo cual permite una separaciéon de los componentes originales del
sélido. Este proceso se llama extraccion sélido-liquido o lixiviacion (Geankoplis, 2003). A partir de este

momento este proceso se citara simplemente como extraccion.

Recientemente se han desarrollado varias técnicas para la extraccion de los compuestos
bioactivos de materiales vegetales, con el fin de disminuir el tiempo de extraccion, la cantidad de
muestra, el consumo de disolvente, aumentar el rendimiento y mejorar la calidad de los extractos
(Wang y Weller, 2006). Estos métodos no convencionales de extraccion incluyen la extraccion asistida
por ultrasonido (Vinatoru, 2001), la extraccion asistida por microondas (Kaufmann y Christen, 2002), la
extraccion con fluido supercritico (Lang y Wai, 2001), la extraccién con disolvente presurizado
(Kaufmann y Christen, 2002) y la extraccion con agua sobrecalentada (Smith, 2002). En general, se
consideran rapidos y eficientes para la extraccion de compuestos bioactivos de materiales vegetales.
Sin embargo, el proceso de extraccion por maceracion es el método convencional para la obtencion
de extractos de plantas de uso medicinal. En este proceso, el material vegetal se coloca en contacto
con el disolvente de extraccion en contenedores, los cuales pueden contar con agitacion y/o

calentamiento, y el proceso puede ser llevado por largos periodos de tiempo (Azmir et al., 2013).

El uso de compuestos bioactivos en diferentes sectores comerciales; como las industrias
farmacéutica, alimentaria y quimica; representa la necesidad de definir el método apropiado para
extraer estos componentes activos de materiales vegetales. Hasta el momento, ningin método
(convencional o no) es considerado como estandar para la extraccion de compuestos bioactivos a
partir de plantas. La eficiencia de los métodos de extraccion convencionales y no convencionales
dependen principalmente de las variables de operacion del proceso, la comprensién de la naturaleza

fisico-quimica del material vegetal y de sus compuestos bioactivos (Azmir et al., 2013).

En este contexto se han evaluado distintas técnicas para la extraccién de los compuestos
bioactivos presentes en las hojas de moringa, sin embargo, la mayoria de los estudios sobre estas
técnicas se han llevado a cabo para realizar analisis fitoquimicos y/o ensayos biol6gicos in vitro e in
vivo, sin tener en cuenta la transferencia de masa durante la extraccion de hojas de moringa y la
eficiencia de extraccion (Tabla 2.2). Este es un problema debido a que las condiciones de extraccion
pueden no ser suficientes para una extraccién completa de compuestos bioactivos a partir de hojas de
moringa o cualquier otro material vegetal, dando como resultado una subestimacion del contenido y

del perfil fitoquimico.

12

0TI TENET ARV OO RO PO EA0 ATt IO o e e e 251140



Tesis doctorales de la Universidad de Cadiz
TERMODINAMICA DEL PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTOS SECOS DE MORINGA OLEIFERA
VAZQUEZ LEON, LUCIO ABEL

Ejemplar para: uG12715452

Fecha/hora: 11/06/2021 21:27:16

Identificador de réplica:
UCAgb6LW#uceagdj1SjudUcxMjcxNTQ1Mg==

Universidad
de Céadiz

W/ UCA

ANTECEDENTES

TABLA 2.2 Extraccion de compuestos bioactivos a partir de hojas de Moringa oleifera utilizando diferentes técnicas.

SiOP Oei Rendimiento
Caracteristicas fisicas| Técnica de . " muestra / - - Objetivo de .
- . Disolvente - Temperatura Tiempo L. del proceso | Referencias
de las hojas extraccion disolvente extraccion
(%)
(p/v) P
Las muestras fueron Agua fitoAr;?rI;\Si::So 24.50 — Siddhuraju y
liofilizadas y trituradas Soxhlet 80% metanol 1:60 Controlada 3h quimico y ;oA Becker
evaluacion de 37.70
para obtener un polvo 70% etanol - (2003)
disolventes
Las muestras fueron
secadas con aire y Maceracion Analisis lgbal y
h ... |80% metanol 1:5 Ambiente 3h ] P NR Bhanger
trituradas hasta pasar | con agitacion fitoquimico
! (2006)
por un tamiz de 1 mm
Ensayos Chumark et
Hojas frescas Infusion Agua 1:5 Ebullicion 5 min biolégicos in 10.00°
Vivo al. (2008)
Muestras secas Ensayos Singh et al
trituradas hasta pasar a Infusién Agua 1:8 p/p 80 °C 2h biolégicos in 10.87* (gOOQ) ’
través del tamiz No. 40 vitro
Las hojas se secaron
bajo sombra y se _Er)sayos_ N Sreelatha y
p Soxhlet Agua 1:6 Controlada 18-20 h | bioldgicos in 10.00 Padma
pasaron a través del Vitro (2009)
tamiz No. 20
Maceracion: Evaluacion del .
temperatura efecto del Macera(:lon.A
Las muestras secadas . Etanol . 9.60 —17.90
- . Maceracion ambiente proceso de
al aire se trituraron para Ny Metanol . L Sultana et al.
. ._| con agitacion 1:10 6 h extraccion i
pasar a través del tamiz 80% etanol . Soxhlet: (2009)
y soxhlet Soxhlet: sobre la
No. 80 80% metanol = 12.20 —
temperatura actividad A
- 21.10
controlada antioxidante
Analisis
Las muestras secadas fitoquimico y Verma et al
se trituraron para Maceracion |50% metanol NR Ambiente 3 dias ensayos NR (2009) ’
obtener un polvo biolégicos in
vitro e in vivo
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Continta TABLA 2.2

S0 PO Rendimiento
Caracteristicas fisicas| Técnica de . " muestra / - - Objetivo de .
- . Disolvente . Temperatura Tiempo [ del proceso | Referencias
de las hojas extraccion disolvente extraccion
(%)
(p/v)
Muestras liofilizadas se Maceracion Ensayos de Shih et al
trituraron hasta pasar a > e Metanol 1:10 Ambiente 24 h actividad 51.95-81.72% ’
p - con agitacion " (2011)
través del tamiz No. 20 antioxidante
Las hojas se secaron
bajo sombra y se . . .E'?S"?‘VOS. Tende et al
. Maceracion | 70% etanol NR Ambiente 24 h biolégicos in NR ’
trituraron para obtener Vivo (2011)
un polvo
Las hojas se secaron Ensavos
bajo sombra y se Maceracion Acetona 15 30 °C 48 h biolc’)gigos in Acetona: 1(:6C Moyo et al.
trituraron para obtener | con agitacion Agua Vitro e in vivo Agua: 13 (2012)
un polvo
D: 30 min
Trituracion (T) A
Hojas frescas (HF). |[Decoccion (D) Agua (s6lo TvP: 1:10 D: 100 °C M: 72 h | Evaluacion del T:22
Las muestras se Maceracion 9 yrE- L ) meétodo de D: 59 - 61
Ny para Ty D) . / 2 :
secaron en un horno | con agitacion M de HF: 1:20 P: extraccion A | Vongsak et
(60°C, 24 hyyse  |ocasional (M) | gior oo | 1 4o HS: 1:40 | M v P Ambiente |VEl0Cidad | mediante M: 38 - 43 al (92013)
trituraron hasta pasar a| Percolacién T %28 + 2 9C) de flujo ensayos p: 33 - 34" :
través del tamiz No. 20 | (P) de HS 70% etanol S: 1:50 - de 1 biolégicos in A
(hojas secas: HS) Soxhlet (S) d mL/min vitro S:34-36
HS
S:20 h
Las muestras se . sis
” 50% metanol fitoquimico,
secaron en un horno Extraccion Acetona e oS Ndhlala et al
(50°C, 48 h)y se asistida por 1:20 NR 1h engay, NR ’
. : 70% etanol antioxidantes y (2014)
trituraron para obtener | ultrasonido
Agua ensayos
un polvo L .
antimicrobianos
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Continta TABLA 2.2

una)

S0 PO Rendimiento
Caracteristicas fisicas| Técnica de . " muestra/ o . Objetivo de .
- . Disolvente - Temperatura Tiempo - del proceso | Referencias
de las hojas extraccion disolvente extraccion
(%)
(p/v)
Las muestras secadas Ensayos Yassay
con aire se trituraron Infusidn Agua 1:10 Ebullicion 15 min biolégicos in NR Tohamy
para obtener un polvo Vivo (2014)
Maceracion
con e}%'lt)ac"’“ 100%, 70% y Evaluacion del
Extraccion 50% para M: 1, 3,6| método de
Las hojas se secaron - cada y12h extraccion y .
. asistida por A ) e Rodriguez-
bajo sombra y se : disolvente . - EAU: 15 analisis .
. ultrasonido ~ 1:50 Ambiente . ) P NR Pérez et al.
trituraron para obtener organico: min por fitoquimico
(EAU) (cuatro - (2015)
un polvo Metanol cada | sobre el mejor
etapas con o
] Etanol etapa | procedimiento
disolvente L.
Acetona de extraccion
fresco cada

*El porcentaje (%) indica la fraccion del disolvente organico que se mezclé con agua.

**Algunos autores no especificaron la temperatura.
APorcentaje de rendimiento = [peso del extracto seco (g) / peso seco de la muestra (g)] 100.

BPorcentaje de rendimiento = [peso del extracto seco (g) / peso de las hojas frescas (g)] 100.

“Los autores no especificaron como calcularon el rendimiento.

NR: No reportado.
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La extraccién es un proceso de separacion bien conocido, cuya eficacia puede aumentarse
mediante la aplicacion de una extraccion por lote en etapas mudltiples a contracorriente (EMC)
(Rodriguez-Jimenes et al., 2013), por lo cual puede permitir una extraccion completa de los
compuestos bioactivos del material vegetal. La EMC se emplea para la separacion de sustancias
sensibles a temperaturas elevadas, cuando el tiempo de contacto requerido para alcanzar el equilibrio
debe ser grande (Castillo-Santos et al., 2016) y cuando la concentracion de componentes de
soluciones altamente diluidas por destilacién o evaporacion es imposible o no viable (Elizarov et al.,
2013), por ejemplo, en el campo de la extraccién de compuestos bioactivos hay una reduccion del
contenido de fitoquimicos en la etapa de evaporacion (Praveen et al., 2008) por lo cual esta etapa
debe evitarse o buscar las condiciones para minimizar su impacto sobre el perfil fitoquimico del
extracto vegetal. En el presente trabajo se propuso el uso de la EMC para la obtencion del extracto de
moringa por las ventajas que representa. Para profundizar en la seleccion o disefio de un proceso de
extraccion a continuacion se describen algunas consideraciones importantes en el proceso de

extraccion, seguido de una descripcion del arreglo de EMC y su modelacion.

2.4.1 Consideraciones en el proceso de extraccion soélido-liquido

La extraccién en una sola etapa (Figura 2.2) implica el contacto entre una alimentacién sélida
(F) y un disolvente (S) a las condiciones de operacién establecidas (tipo y cantidad de disolvente,
temperatura, agitacion); al final de la etapa se obtiene un flujo superior o extracto (E) y un flujo inferior
o refinado (R). Se supone que la F libre de soluto es insoluble y que el equilibrio de la extraccion se
alcanza cuando se ha disuelto totalmente el soluto de la F en el S; esto se consigue si hay suficiente S
para que todo el soluto de la F pueda disolverse en el S. En consecuencia, la concentracion del soluto
en el E es igual a la concentracion del soluto en el liquido que acompafia al R (Perry et al., 1984,
Ocoén-Garcia y Tojo-Barreiro, 1986; Geankoplis, 2003). Cabe resaltar que la transferencia completa de
los solutos al disolvente implica suponer una solubilidad infinita, lo cual no es necesariamente cierto,

como qued6 demostrado en los trabajos de Castillo-Santos et al. (2016) y Olguin-Rojas (2014).

Alimentacion, F Flujo superior o extracto, E
————— —————
Disolvente, S Extraccih solig-ligidg Flujo inferior o refinado, R
_— —_—

FIGURA 2.2 Diagrama de flujo del proceso de extraccién sdlido-liquido en una sola etapa
(Tomado de Océn-Garciay Tojo-Barreiro, 1986).
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Desde el punto de vista de ingenieria, la extraccion de compuestos bioactivos a partir de
materiales vegetales se considera como una operacion de transferencia de masa en estado no
estacionario, multicomponente y multifase. Esto implica la transferencia de mas de una especie
quimica (el soluto) del solido al disolvente. La difusion molecular, o de Fick, en la fase fluida es
ampliamente aceptada como mecanismo predominante de transferencia de masa dentro de los
alimentos sélidos (por ejemplo, el secado y la extraccion). Esta establece que dentro de un medio
continuo y bajo la presencia de un gradiente de concentracion, la migracion neta de moléculas de
soluto debido al movimiento aleatorio se produce a partir de una region de alta concentracion a una de
menor concentracién. Por lo tanto, la fuerza impulsora para la difusibn es un gradiente de
concentracion o actividad quimica (Perry et al., 1984; Aguilera, 2003; Olguin-Rojas, 2014). Dentro de
los pardmetros a considerar durante el proceso de extraccion destacan:

1. Tamafio de particula. El tamafio del solido debe ser adecuado (area de superficie por unidad
de volumen) para hacer que el soluto sea mas accesible al disolvente y para favorecer la
extraccion, pero no muy fino como para compactar los solidos y obstaculizar el libre flujo de
disolvente.

2. Seleccion del disolvente para la extraccién. Se consideran selectividad, inercia quimica,
propiedades termofisicas, inflamabilidad, toxicidad, coste, y disponibilidad para la seleccion
del disolvente adecuado. Con respecto a la extraccion de compuestos bioactivos a partir de
hojas de moringa, diversos autores han evaluado distintos disolventes (Tabla 2.2). En el
presente estudio el disolvente utilizado fue una mezcla de etanol-agua con 80% de etanol
(p/p), se escogid de acuerdo con los datos disponibles en literatura (Tabla 2.2): Sultana et al.
(2009) encontraron mayor rendimiento, contenido fendlico y actividad antirradical cuando se
utilizaron disolventes organicos acuosos (metanol al 80%, etanol al 80%) para la extraccion de
hojas de moringa. No se trabajé con metanol debido a que en aplicaciones industriales este
disolvente es descartado porque es toxico para los seres humanos y representa un peligro
ambiental (M’hiri et al., 2015).

3. Seleccion de la temperatura de operacion. La temperatura debe ser lo suficientemente alta
para dar mayor solubilidad al soluto en el disolvente, pero no tan alta como para causar
pérdidas de disolvente o dafios de componentes termosensibles. En productos organicos se
sugiere una temperatura entre 35 °C y 70 °C (Aguilera, 2003).

4. Seleccion del equipo. Debe estar en funciéon del modo de operacion (por lotes o continuo), por
el tipo de sdlidos que se operan (lecho fijo, percolaciéon o por inmersion total) o la mejora del
rendimiento (una etapa o de mdltiples etapas). De acuerdo al enfoque de optimizar el proceso
de extraccion, en este trabajo se propone la recuperacion de compuestos bioactivos de hojas
secas de moringa a través de la extraccién por lote en etapas multiples a contracorriente, por

lo cual se describe este proceso a continuacion.
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2.4.2 Extraccion por lote en etapas multiples a contracorriente (EMC)

Las aplicaciones de la extracciéon soélido-liquido en etapas multiples a contracorriente (EMC)
para extraer compuestos bioactivos de recursos naturales han sido evaluadas en varios trabajos de
investigacion, por ejemplo, la extraccion de acido glicirrizico de Glycyrrhiza uralensis Fisch (Wang et
al., 2004), escutelareina de Erigeron breviscapus Vant. (Xie et al., 2009), antioxidantes de hojas de
Ginkgo biloba (Yu et al.,, 2012) y resveratrol de Arachis hypogaea (Zhang et al., 2015). En esta
configuracion (Figura 2.3) el disolvente fresco (S) entra en el recipiente que contiene el sélido mas
agotado (Ry_;). El extracto que se recupera de este recipiente (Ey) se pasa sucesivamente a través
de una bateria de extractores hasta llegar al recipiente méas recientemente cargado con la
alimentacion (F). El extracto recuperado de este extractor (E;) se descarga para su posterior
procesamiento: la eliminacién del disolvente organico. Por esta configuracién la EMC se considera
como un método de procesamiento cuasi continuo y su propoésito es aumentar la carga de soluto en el
S a un valor méaximo, agotar los solutos de la F y disminuir el consumo de S (Aguilera, 2003;
Geankoplis, 2003).

S E, S E, N E » E,
rx XF\_ rE‘_. 'tfz: Ye1
X b <2 Xz X, X
S Etapa | **: £y Etapa | > Etapa | "
N 'YL\J "[.'"(‘ 2 .‘ ‘:J 1 \’]I
E R\ E N-1 E R: R] E F
X X s X X
RN, RN-1, “*R2, R, A
Xy RN-1, R2 X1 X
xR.\‘ XR.\'—I, Xp2 ‘RI‘ Y
xR.\’J “‘Fle\-l1 ‘R:_, YRIJ

FIGURA 2.3 Representacion de extractores sélido-liquido por lote en etapas multiples ideales a

contracorriente (Tomado de Castillo-Santos et al., 2016).

Como se ha expresado en secciones anteriores, en extraccion existen factores a considerar
para establecer un disefio eficiente de dicho proceso. En el presente trabajo, para mejorar la eficiencia
de la EMC se consideraron el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio de sélidos en el proceso de
extraccion en etapa simple, la estimacion de la cantidad de disolvente necesario para el proceso y el
célculo del nimero de etapas reales para maximizar la eficiencia de extracciéon. Para conseguir lo

anterior, la modelacion y simulacion del proceso de extraccion son herramientas Utiles.
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2.4.3 Modelacion y simulacion del proceso de extraccion por lote en etapas multiples

a contracorriente

El modelo es la representacién mateméatica del proceso que determina las funciones de
interpretaciéon en términos de las variables de decision o de otras variables independientes sujetas a
restriccion. La modelaciéon de un proceso es la aplicacion de ciencias de la ingenieria y el
conocimiento para describir matematicamente (usando matematicas, estadistica, andlisis numérico,
software informatico, etc.) un proceso y sus resultados. La simulacién es el uso del modelo para
evaluar diferentes escenarios. La simulacion del proceso con un modelo matematico que predice
resultados de un proceso para cualquier conjunto de variables de decision, facilita la optimizacién del
proceso contra los experimentos costosos. Ademas, la simulacién ayuda a comprender el proceso,
para evaluar alternativas, y para responder a preguntas especificas. La optimizacion se describe como
la simulacion realizada con el objetivo de maximizar (0 minimizar) un objetivo determinado del
proceso; la biusqueda del 6ptimo deseado se realiza generalmente mediante algoritmos matematicos,
estableciendo criterios especificos deseados en el producto o una combinacién de ambas estrategias
(Tzia, 2003). En este contexto la tendencia reciente en el campo de la extraccion de compuestos
bioactivos, incluyendo la EMC, ha sido la modelacién, simulacién y optimizacién por métodos
estadisticos y la metodologia de superficie de respuesta (Wang et al., 2004; Xie et al., 2009; Zou et al.,
2011; Yu et al., 2012; Zhang et al., 2015; Heleno et al., 2016). Sin embargo, estos tipos de modelos
son validos sélo en las condiciones experimentales en las que fueron ajustados, y por lo tanto no son
adecuados para una modelacion general de procesos de extraccion en ingenieria quimica 6 de

alimentos.

Recientemente, Castillo-Santos et al. (2016) desarrollaron un modelo matematico general de
extractores soélidos-liquidos por lote en etapas multiples ideales a contracorriente aplicados a sistemas
complejos (disolvente compuesto y materiales vegetales). Este modelo fue conceptualizado en
términos de balances de masa macroscopicos al final del proceso por lote, es decir, cuando el
equilibrio fue alcanzado (etapas ideales) y por lo tanto las propiedades de transferencia de masa
deben ser previamente conocidas. Ademas, el modelo toma en cuenta la composicién del disolvente,
la alimentacion con un componente del disolvente y dos propiedades de equilibrio: la solucién retenida
especifica (M) por kg de sélidos inertes (sélidos no extraibles) en el refinado (R) y la relacion de
equilibrio termodinamico entre fases (K,,), que puede reducirse a la ley de distribucion de Nernst si la

relacion de equilibrio es lineal (Ec. (2.1)) (Castillo-Santos et al., 2016).

Xg, = Keq¥o, (2.2)
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La Ec. (2.1) implica que la concentracion del extracto (xg,) estd en funcion de los so6lidos

extraibles en la fase solida del refinado (x,,), y no con la fase liquida. El valor de esta constante

adimensional tiene un efecto directo en el nimero de etapas reales que deben llevarse a cabo para la

obtencién del extracto. El modelo propuesto por Castillo-Santos et al. (2016) considera que el proceso

de extraccion de los recursos naturales es un sistema complejo de cuatro componentes: 1) sélidos no

extraibles, 2) sélidos extraibles, 3) agua y 4) etanol (Figura 2.3). Es evidente que un sistema con otro

disolvente organico miscible en agua diferente al etanol puede describirse de manera similar. De

acuerdo a Castillo-Santos et al. (2016) la EMC (Figura 2.3) con dos propiedades de equilibrio (su

determinacion experimental se menciona en la secciéon 4.3.1) y un disolvente con dos liquidos

miscibles se describe mediante los siguientes balances de masa macroscoépicos al final de cada etapa

de extraccion, esto es, cuando se ha alcanzado el equilibrio sélido-liquido:

Balance general

Balance de sélidos no extraibles
Balance de sélidos extraibles
Balance de agua

Balance de etanol

En el refinado:

Balance general

Balance de sélidos no extraibles
Balance de sélidos extraibles
Balance de agua

Balance de etanol

Definicion de 0

Relacion de equilibrio termodinamico

Solucion retenida especifica

Donde F =Ry Yy S = Ejy4

Ej+1+Rj_1—Ej —Rj =0

Rj-1Xgj-1, = RjXgj; =0

Ejs1xgji, + Rj-aXrj-1, = EjXgj, = Rixpj, =0

EjvaXpjir, + RjaXpj1, — EjXpgj, — RjXgj, =

0

EjeaXpjir, + RimaXrj-1, — EjXgj, = RiXgj, = 0

Rjxgj, — 0jxopj, =0

Rjxgj, = Lixgj, = 0jxopj, = 0

Rjxpj, — Lixgj, =0
Rjxpj, — Ljxgj, =0

0} - FxF1 - ijsz =0

XEj
Keq — —xo';z
2
L:
M] = 4
RjXRjy

(22)
(233)
(2.4)
(25

(2.6)

(2.7)
(2.8)
(2.9)
(2.10)
(2.11)

(2.12)

(2.13)

(2.14)
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En el presente proyecto, se generd informacion fundamental sobre las propiedades de
transferencia de masa y se estimo la distribucion de concentracion entre fases en el equilibrio a partir
de cinéticas de extraccion sdlido-liquido en una sola etapa de hojas secas de moringa. Con esta
informacion se resolvié el modelo teérico conceptualizado por Castillo-Santos et al. (2016) para definir
el nimero de etapas y la cantidad de disolvente requerida para producir el maximo rendimiento de
extraccion con la méaxima concentracion de extracto, tratando de demostrar que mientras el proceso
presente una tendencia lineal, la optimizacion en funcion al aumento del rendimiento de soélidos
extraibles es factible. El desempefio de la EMC en términos de rendimiento de extraccion y eficiencia
de extraccion de compuestos bioactivos se comparé con otras técnicas de extraccion convencionales

(extraccion Soxhlet) y no convencionales (extraccion asistida por ultrasonido (EAU)).

2.5 Secado por aspersidn de extractos vegetales

Como se ha mencionado, convencionalmente el proceso de extraccion de compuestos
bioactivos de materiales vegetales se realiza con una mezcla de etanol-agua como disolvente
(Castillo-Santos et al.,, 2016), sin embargo las industrias alimentaria y farmacéutica utilizan los
compuestos bioactivos de plantas en forma de particulas secas porque en esta forma tiene una mayor
vida uatil y una mayor facilidad de manejo (Pang et al., 2014). Actualmente, los extractos secos de
plantas se obtienen industrialmente casi exclusivamente mediante secado por aspersion (Sollohub y
Cal, 2010).

El secado por aspersion es un método ampliamente utilizado por las industrias quimica,
farmacéutica y de alimentos para recuperar los solidos de emulsiones, suspensiones, dispersiones,
soluciones acuosas y organicas (Baker y McKenzie, 2005). El producto soélido resultante puede estar
en forma de granulos o aglomerados, la forma depende de las propiedades fisico-quimicas de la
alimentacion y del disefio y operacion del secador (Vega et al., 2001; Filkova et al., 2006). En la Figura
2.4 se muestra el disefio basico de un secador por aspersion. El proceso consiste en esparcir el
producto a secar usando un atomizador rotatorio o de boquilla, el producto al ser atomizado se
fragmenta en particulas muy finas que inmediatamente al contacto con una corriente gaseosa caliente,
generalmente aire, sufre una evaporacion rapida. Lo anterior se debe a que la atomizacion del liquido
en forma de gotas finas, incrementa significativamente el area superficial por unidad de volumen,
llevdndose a cabo la transferencia de calor y masa de forma rapida. Debido a la evaporacion
instantanea del agua en el producto, la temperatura del aire de secado disminuye rapidamente, en
consecuencia siempre se mantiene una temperatura baja del producto. Lo anterior convierte al secado
por aspersion en una operacion viable para el secado de productos termo-sensibles (Filkova et al.,
2006).
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FIGURA 2.4 Disefio basico del secado por aspersion en ciclo abierto y flujo co-corriente
(Adaptado de Vega et al., 2001).

El secado por aspersion se ha convertido en un medio competitivo para la obtencion de una
amplia variedad de productos, por ejemplo: férmulas lacteas, detergentes, colorantes, productos
farmacéuticos, extractos secos, etc. (Buchi, 2002; Paramo, 2005). Especificamente en el area de
extractos secos de plantas de uso medicinal, en la Gltima década se han desarrollado diferentes
proyectos para evaluar las propiedades fisicas de las particulas obtenidas mediante secado por
aspersion (Souza y Oliveira, 2006), para evaluar el efecto de este proceso sobre las propiedades
quimicas (Georgetti et al., 2008; Kha et al., 2010), antioxidantes y antimicrobianas (Arana et al., 2010)
del extracto seco, para evaluar la estabilidad del extracto seco obtenido durante el almacenamiento
(Pang et al., 2014), para evaluar la retenciéon de compuestos bioactivos (Rajabi et al., 2015), entre
otros (Chiou y Langrish, 2007; Fernandes et al., 2012).

Las variables de proceso a considerar durante el secado por aspersion son: flujo de
alimentacién, temperaturas de entrada y salida del gas de secado y sus propiedades (humedad,
caudal). Por otra parte, las variables de formulacién a considerar son: composicion de la alimentacion
(compuestos bioactivos, material de soporte, tipo de disolvente), contenido de soélidos en la
alimentacion, viscosidad y tensién superficial de la soluciéon de secado (Paudel et al., 2013). En el
caso del procesamiento de extractos vegetales debe considerarse que durante el secado por
aspersion se presentan problemas de adherencia del producto en las paredes del secador (Papadakis
et al., 2006; Souza y Oliveira, 2006; Karaaslan y Dalgig, 2012). Para tratar este problema el método
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mas comun es la adicion de agentes auxiliares de secado al producto a ser atomizado, también
denominados como materiales de soporte (Papadakis et al., 2006; Souza y Oliveira, 2006; Sollohub y
Cal, 2010).

2.5.1 Materiales de soporte utilizados en secado por aspersion de extractos

vegetales

Los extractos vegetales estan formados por distintos compuestos de bajo peso molecular, lo
cual resulta en la formacion de depositos sin secar en las paredes del secador, de los conductos y del
ciclon; finalmente los conductos se obstruyen y la dinamica del secado cambia. El resultado final es un
proceso ineficiente con bajos rendimientos y un producto seco higroscopico. Por otra parte, el extracto
seco, debido a que es tan fino, fluye pobremente y durante el almacenamiento se hace no fluido
debido al apelmazamiento (Jager y Kilbride, 1997; Souza y Oliveira, 2006; Sollohub y Cal, 2010;
Karaaslan y Dalgig, 2012). Por ello los extractos vegetales se secan junto con materiales de soporte
destinados a facilitar el proceso de secado por aspersion (Sollohub y Cal, 2010). Varios trabajos han
reportado el secado por aspersion de extractos vegetales utilizando diferentes materiales de soporte,
por ejemplo: maltodextrinas, almidones modificados, di6xido de silicio coloidal, celulosa
microcristalina, B-ciclodextrina y goma arabiga (Cortés y Oliveira, 2012). Cada material de soporte
tiene ventajas y desventajas en cuanto a propiedades, coste y eficiencia de encapsulacion; pero las
maltodextrinas contintan siendo los materiales mas reportados en el area de secado por aspersion de
extractos vegetales (Papadakis et al.,, 2006; Sansone et al., 2011). Ademas de reducir la
higroscopicidad del producto seco, otras ventajas del secado por aspersién con materiales de soporte

son:

(i) Encapsulacion de los compuestos bioactivos. Los materiales de soporte proporcionan una
barrera fisica que mejora la estabilidad fisico-quimica del extracto seco durante su
almacenamiento, debido a que protege los compuestos bioactivos contra reacciones de
oxidacion, contra las condiciones de humedad ambiental y contra cambios producidos por
la luz y el calor. Ademas esta barrera generada mejora la retencion de estos componentes
durante la operacion de secado (Gharsallaoui et al., 2007; da Silva et al., 2013).

(i) Se aumenta la solubilidad acuosa de los compuestos bioactivos, esto es importante debido
a que un porcentaje de estos componentes es poco soluble en agua, partiendo del hecho
de que para su extraccion se utilizan generalmente disolventes organicos como el etanol
(fenoles, alcaloides) o el hexano (compuestos lipofilicos, como aceites esenciales o
carotenoides) (Sollohub y Cal, 2010; da Silva et al., 2013).
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(i) Modificacion de la capacidad de flujo de los extractos secos vegetales. Para la industria
farmacéutica es importante obtener productos de flujo libre que faciliten la encapsulaciéon o

formacion de comprimidos (Pereira de Souza et al., 2007; Sollohub y Cal, 2010).

En el presente trabajo se estudi6 la dindmica del proceso de secado por aspersion de extractos
alcohdlicos de moringa utilizando una mezcla 95:5 (p/p) de (maltodextrina DE-10):(silice precipitada),
la cual se formul6 atendiendo los resultados obtenidos por Vazquez (2013) y que se discuten mas
adelante. La maltodextrina es un agente auxiliar de secado comun debido a su papel beneficioso
como material de soporte y/o como un agente de encapsulacion para aumentar la estabilidad de los
compuestos bioactivos, es razonablemente barata y comercialmente disponible (Busso et al., 2007;
Kha et al., 2010). Los dioxidos de silicio (por ejemplo, SIPERNAT® y Tixosil®) se han utilizado
ampliamente como agentes auxiliares de secado adicionados directamente en el secado por
aspersion de extractos vegetales debido a que actian como reguladores de flujo (Oliveira et al., 2006;
Georgetti et al., 2008; Mdiller et al., 2008; Araujo et al., 2010). Su adiciéon aumenta el rendimiento del
secado por aspersion (Evonik, 2015); ademas, este material es quimicamente inerte, inocuo, estable
térmicamente y seguro; las cuales son propiedades necesarias para obtener un excipiente

farmacéutico (Souza y Oliveira, 2006).

2.5.2 Secado por aspersion en ciclo cerrado como alternativa para el secado de
extractos orgénicos obtenidos de materiales vegetales

En el campo de la producciéon de extractos secos vegetales, la tendencia ha sido el uso
exclusivo del secado por aspersion con una configuracion en ciclo abierto (Figura 2.4), utilizando aire
como agente de secado (Chiou y Langrish, 2007; Georgetti et al., 2008; Bott et al., 2010; Fernandes et
al., 2012; Karaaslan y Dalgig¢, 2012; Simon-Brown et al., 2016), el cual se utiliza sélo una vez y luego
es expulsado a la atmésfera. Por lo tanto, la evaporacion del disolvente organico utilizado para la
extraccién (por ejemplo, etanol) es una etapa necesaria para evitar su ignicion durante el secado, sin
embargo, esto implica una reduccién del contenido de compuestos bioactivos termolabiles (Praveen et
al., 2008). Esto no es deseable porque un producto degradado es de bajo valor nutritivo y, en
consecuencia, dificulta la intencion de producir un aditivo para un alimento funcional, un producto
nutracéutico o incluso para obtener un precursor quimico para la industria farmacéutica (Pang et al.,
2014). Una opcion para evitar la etapa de evaporacion del disolvente organico es el uso del secado
por aspersion en un ciclo cerrado (SACC) usando nitrégeno como gas de secado (Figura 2.5). En esta
configuracién, es posible trabajar de forma segura con disolventes organicos, se logra un secado por
aspersion libre de explosiones debido a la atmésfera de gas inerte, ademas, en combinacion con una
unidad de condensacion se puede recuperar el disolvente organico y evitar la contaminacion del
medio ambiente (Paudel et al.,, 2013). En estos sistemas el gas de secado se vuelve a calentar
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después de la eliminacion del disolvente y se reintroduce en la camara de secado. En consecuencia,
el consumo de gas de secado se reduce en comparacion con el sistema en ciclo abierto y es, por lo
tanto, mas econdmico en el funcionamiento normal a pesar de que las inversiones iniciales son
mayores. Esta configuracion se elige cuando se desean secar soluciones organicas inflamables,

productos toxicos o productos sensibles a la oxidacion (Miller et al., 2012; Paudel et al., 2013).

Alimentacion
Filtro de

Ciclon

Gas de secado

Salida del
refrigerante

Filtro de
aire
Filtro de B ; Condensador
Calentador o
Entrada del
refrigerante
Aspirador

Nz in Nz out (purga) seco e Solvente

Y i

FIGURA 2.5 Disefio del secado por aspersion en ciclo cerrado y flujo co-corriente (Adaptado de
Fuji Chemical Industry Co., 2012).

Un campo de estudio muy limitado sobre las aplicaciones de SACC en extractos de plantas esta
disponible en la literatura, siendo este proceso utilizado casi exclusivamente por la industria
farmacéutica (Miller et al., 2012; Ogain et al., 2012; Paudel et al., 2013; Sass y Lee, 2014). Hasta la
fecha de publicacién de la presente tesis, sdlo Vazquez (2013) describe el secado por aspersion de
extractos de moringa de disolventes no acuosos. Vazquez (2013) evalu6 el efecto del SACC a
diferentes temperaturas de entrada (130 y 140 °C) y salida (60 y 70 °C) del nitrégeno sobre la
retencién de fenoles totales (FT), carotenoides totales (CT), acido ascoérbico (AAsc) y actividad
antirradical (AAr) (ensayos DPPH y ABTS) de extractos etandlicos de hojas frescas de Moringa
oleifera, utilizando nitrégeno como agente de secado. Emple6 distintos materiales de soporte en
diferentes proporciones respecto al contenido de sélidos en el extracto (66.67 y 50.00% de
maltodextrina (MD) y 33.30 y 23.08% de B-ciclodextrina (CD) y silice precipitada (SP)). El andlisis
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estadistico de sus resultados mostrd un efecto significativo (p < 0.05) de las temperaturas de entrada
y de salida, y la proporcion de material de soporte sobre todas las respuestas. Las retenciones de FT
(93%), AAsc (48%) y AAr (71% por DPPH y 92% por ABTS, respectivamente) se obtuvieron usando
una proporcion de 66.67% de MD, temperatura de entrada de 140 °C y temperatura de salida de 60
°C. La retencién del 72% de los CT se obtuvo con 33.30% de SP a 130 y 60 °C. Los resultados con
MD sugieren que a mayor contenido de material de soporte, la pelicula de proteccion se forma mas
rapidamente alrededor de los compuestos bioactivos. Los resultados conseguidos con SP se asocian
a su capacidad para absorber compuestos hidrofébicos debido a su alta porosidad. Las particulas
secas de extracto de moringa obtenidas por SACC mostraron retenciones superiores al 50% de
compuestos bioactivos y AAr, abriendo perspectivas para su uso como aditivo alimentario y/o como
fuente de principios activos para la industria farmacéutica. Sin embargo, la parte de ingenieria no fue
abordada completamente por Vazquez (2013), cuyo enfoque hubiese permitido minimizar los recursos
para obtener un extracto seco con niveles significantes de compuestos bioactivos que garanticen su
eficacia. Sin embargo, encontrar las condiciones Optimas de procesamiento que maximicen la
eficiencia térmica del proceso, y que a su vez minimicen las pérdidas de energia, requiere en la
mayoria de los casos, numerosos tratamientos experimentales los cuales resultan caros, tardados y
con frecuencia imprécticos. Es por ello que el procedimiento analitico es implementado, ya que se
pueden obtener resultados muy exactos, utilizando modelos matematicos que describan el

comportamiento del proceso de secado, de una forma rapida y econémica (Cengel y Ghajar, 2011).

2.5.3 Modelacion del proceso de secado por aspersion

Existen diversos estudios sobre la modelacion y simulacién de la operacion de secado por
aspersion. Sin embargo, a pesar de que el proceso de secado por aspersion es ampliamente usado,
pocos estudios han sido enfocados en la optimizacion del consumo de energia. Se cuenta con
trabajos donde se ha modelado y simulado el proceso de secado por aspersién con el objetivo de
evaluar los patrones de flujo y los perfiles de temperatura en la cAmara de secado (Huang et al.,
2004), asi como el tiempo de residencia y la trayectoria de las particulas (Huang et al., 2005; Birchal et
al., 2006), la distribucién del tamafio de las gotas, los depodsitos de las particulas en la pared de la
camara, la temperatura de salida, el desempefio global del proceso de secado (Huang y Mujumdar,
2007), y las cinéticas de secado (Roustapour et al., 2009). Sin embargo, en los trabajos anteriores, los
modelos utilizados no describen las variables de estado necesarias para realizar el andlisis
termodinamico del proceso de secado por aspersion: la humedad y la temperatura del gas de secado

y la humedad y temperatura del producto.
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Palencia et al. (2002) desarrollaron un modelo dindmico que considera los balances de calor y
masa en el aire, producto e interfase, en conjunto con la relacién de equilibrio entre las fases. Con
este modelo los autores lograron reproducir la operacion en estado estable y el comportamiento
dinamico experimental de un secador de aspersion escala planta piloto. Ademas, este modelo si
proporciona las cuatro variables de estado necesarias para evaluar el consumo de energia, cuando
éste alcanza el estado estable. Este modelo, es uno de los modelos més generales que han sido
reportados debido a que esta en términos de ecuaciones simultaneas de transferencia de calor y de
masa interna y externa con una relacion de equilibrio para el agua entre las fases en una serie de N

etapas idealmente mezcladas dentro de la cAmara de secado (Figura 2.6).
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FIGURA 2.6 Esquema del modelo mecanicista del proceso de secado por aspersién (Adaptado
de Palencia et al., 2002).

El modelo mecanicista propuesto por Palencia et al. (2002), esta representado por 4n
ecuaciones diferenciales simultaneas junto con 3n ecuaciones algebraicas simultaneas. Este modelo
representa la conducta dindmica de un secador por aspersion tanto en mezclado ideal (n = 1), con
desviaciones del mezclado ideal (n > 1), o de flujo tapén (n ~ 100). Es por lo tanto, un sistema
generalizado para modelar secadores de aire en operacion continua. El modelo completo se presenta

a continuacion.
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aXpj _ kepa(Xpj—Xpji) _ Gp(Xpj=Xpji) (2.15)
dt 1-¢ pp(1=&)V; ’
aXyj _ keya(Xyji=Xy;) _ Gy(Xyj=Xyj-1) (2.16)
dt £ pyeV '
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Especificamente, las ecuaciones (2.15) y (2.17) representan los balances de masa y calor de la
fase dispersa (so6lido), mientras que las ecuaciones (2.16) y (2.18) representan los balances de masa
y calor para la fase continua (aire de secado), respectivamente. Las ecuaciones (2.19) — (2.21)
representan el fendmeno interfacial entre la fase continua y la fase dispersa. Estas ecuaciones
involucran la transferencia de masa y energia de las variables del proceso tales como: la humedad del
producto (Xp), la temperatura del producto (Tz), la humedad del aire (X,) y la temperatura del aire (T;).
El modelo propuesto se resuelve utilizando el método numérico de Runge-Kutta de cuarto orden en
dos etapas. En la primera etapa se fijan las variables de entrada (Xgo, Xy0, Tgo, Ty0), S€ establece una
condicion arbitraria y se resuelve hasta que las variables de estado (Xz;, X, j, Tg;, Ty;) se estabilizan. En
la segunda etapa, los valores estables de las variables son tomados como valores iniciales, y una
perturbacién en cualquiera de las variables de entrada es introducida, y de esta forma, el
comportamiento dindmico del proceso es evaluado. En general, con este simulador se puede predecir
el comportamiento de las variables del proceso, con la finalidad de establecer las condiciones de
operacion (flujo masico y temperatura del aire de entrada) que se requieran en un proceso de secado
por aspersion para obtener un producto con determinado contenido de humedad final y a su vez

evaluar la cantidad de energia consumida por kilogramo de producto obtenido.

Con respecto a los estudios realizados sobre el consumo de energia del proceso de secado por
aspersion, Luna-Solano et al. (2005) realizaron la optimizacion del proceso de secado de levadura de
cerveza usando el modelo mecanicista propuesto por Palencia et al. (2002). El objetivo de Luna-
Solano et al. (2005) fue minimizar el consumo de energia requerido para obtener una produccién de
levadura de cerveza deshidratada a una humedad y viabilidad dada, obteniendo resultados
satisfactorios. Con los resultados obtenidos por Palencia et al. (2002) y Luna-Solano et al. (2005), se
puede inferir que el modelo de Palencia et al. (2002) puede dar buenos resultados si se quiere escalar
el proceso a nivel industrial. Sin embargo, la resolucién del modelo se basa en el conocimiento de las
propiedades del gas de secado utilizado convencionalmente en un sistema abierto: el aire. Ademas

considera que la fase liquida de alimentacion esté conformada sélo por agua.

En el presente proyecto se propuso el uso del SACC para obtener extractos alcohdlicos secos
de moringa, es decir, el material a secar se defini6 como un sistema agua:etanol:sélidos y el gas de
secado utilizado fue el nitrégeno. En este contexto, Aguirre-Alonso (2016) para describir el SACC de
un sistema agua:etanol:solidos:nitrogeno tomo los balances de masa y calor en ambas fases del
modelo propuesto por Palencia et al. (2002) y adicion6 la contribucion del etanol en el sistema,

gquedando de la siguiente manera:

dXy,
ppV (1 — &) =2 = —Gy (X1 — Xwpo) — NuwaV (2.22)
dXEBl
ppV (1 —e)— = —Gp(Xep1 — Xepo) — NeaV (2.23)
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dh
ppV (1= &)= = —Gy(hg1 — hyo) — (41 + qz)aV (2.24)
dXy
pVe—1t=— y (Xuy1 — Xuwyo) + NyaV (2.25)
dXe
pVe—1t = =Gy (Xeyr — Xeyo) + NeaV (2.26)
dh
pyVe d’t'l = —G,(hy1 — hyo) + (g1 + gz)aV (2.27)
hg = (Cps + CpywXup + CPeXep)Tp (2.28)
hy, = Cpy, Ty + (Hyy + CPwoTy) Xuy + (HY + CPevTy ) Xey (2.29)

Las ecuaciones (2.22) — (2.24), representan los balances de masa y calor para la fase sélido-
liguido, mientras que las ecuaciones (2.25) — (2.27) representan los balances de masa y calor para la
fase gaseosa. En las ecuaciones (2.23) y (2.26) se incorporan los balances de masa para el etanol en
ambas fases. Las relaciones de entalpias se expresan en las ecuaciones (2.28) y (2.29), y estan

formuladas en términos de la temperatura.

Las ecuaciones planteadas por Aguirre-Alonso (2016) involucran la transferencia de masa y
energia de las variables del proceso necesarias para el analisis termodinamico del proceso de secado:
la humedad que corresponde a la fraccion de agua (X,z) y la fraccion de etanol (X.z) en el producto,
la humedad que corresponde a la fraccion de agua (X,,,) y la fraccion de etanol (X,,) en el gas de
secado, asi como las entalpias del producto en términos de la temperatura del producto (T;) y la
temperatura del gas de secado (T;). Con este modelo es posible predecir las variables fundamentales
que definen el estado del proceso: concentracion de agua de salida, concentraciéon de etanol de
salida, entalpia de salida y por lo tanto la temperatura de salida tanto del producto como del gas de

secado.

Aguirre-Alonso (2016) se baso en las ecuaciones de flujo de transferencia de masa para la fase
dispersa y fase continua propuestas por Garcia y Ragazzo (2000) para considerar la fraccion de agua
(Ec. (2.30)) y la fraccion de etanol (Ec. (2.31)) en el gas de secado, en funcion del coeficiente de
transferencia de masa externo (k) y en funcion de las propiedades del flujo del gas de secado;

guedando finalmente representadas como:

Ny, = kcpy(wai - wal) (2.30)
N, = kcpy(Xeyi _Xeyl) (2-31)
30

43/140



. . Tesis doctorales de la Universidad de Cadiz Ejemplar para: uG12715452
N & UC A g”‘éefs,'dad TERMODINAMICA DEL PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTOS SECOS DE MORINGA OLEIFERA Fecha/hora: 11/06/2021 21:27:16
e Ladiz VAZQUEZ LEON, LUCIO ABEL Identificador de réplica:

UCAgb6LW#uceagdj1SjudUcxMjcxNTQ1Mg==

ANTECEDENTES

Aguirre-Alonso (2016) aplicé el mismo criterio para representar las ecuaciones de flujo de

trasferencia de calor:
0 = h(Tp: = Ty1) (2.32)
q2 = (Nw + Ne)ﬂ- (233)

donde h es expresado en términos de la conductividad del producto y sus alrededores, y 1 representa
el calor latente de vaporizacion considerando el calor necesario para evaporar la fraccion de agua y

etanol.

Para calcular el calor latente de vaporizacion A (Ec. (2.34)) se aplica la sumatoria del calor
latente de vaporizacion del agua pura (Ec. (2.35)) y el calor latente de vaporizacién del etanol puro
(Ec. (2.36)), anexando un coeficiente de actividad y; debido a que las ecuaciones del calor latente de
vaporizacion del agua pura y del etanol puro son para mezclas ideales y el sistema
sélido:etanol:agua:nitrégeno no sigue ese comportamiento. Dicho coeficiente (y;) fue calculado por
Huesca-Osorio (2014) al analizar la dinAmica de la evaporacion de mezclas complejas mediante el

uso de un modelo de calentamiento-evaporacién para extracto de vainilla en un evaporador rotatorio.

A= Awxy B + AeXePu)Vs (2.34)
Aw = Hiyy + Cpy, T — Cpy, Tg (2.35)
Ae = Hgv + CpevTB - CpeTB (236)

A partir de las ecuaciones generadas por Huesca-Osorio (2014), Aguirre-Alonso (2016) plante6
las ecuaciones para calcular la fraccion mésica de agua (Ec. (2.37)) y etanol (Ec. (2.38)) en un mezcla

binaria, las cuales son necesarias para el calculo del calor latente de vaporizacion:

XW

Xwpe = Xewl; (237)
Xe

Xopw = o (2:38)

Aguirre-Alonso (2016) parti6 de las ecuaciones generadas por Huesca-Osorio (2014) para

representar los fenémenos interfaciales en la fase continua y la fase dispersa:

X wiXoyi M
X, . = Yeywitvyi M 2.39
et 1-py/p My, ( )
| x\tvywix;yi My,
Ky = ettt Mo (2.40)

1-py/p Mn,
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en donde xy,,,, Y Xz SON la fraccion molar de agua y etanol como mezcla binaria en la interfase. A la
ecuacion del calculo de fraccidon masica de etanol para la fase gaseosa se le agregd un coeficiente de
actividad y, debido a que la mezcla no sigue un comportamiento ideal, representdndose como se

muestra (Huesca-Osorio, 2014):

0
Xy = P22 (2.41)

x\jvyw =1- x;yw (2.42)
y para la fraccién molar etanol-agua en la interfase de acuerdo a la ley de gases ideales se tiene que:

X5, = % (2.43)

Para calcular la presion de vapor, Aguirre-Alonso (2016) sigui6 lo reportado por Huesca-Osorio
(2014) y consideré que la presion de vapor de la mezcla es la suma de la presion de vapor del agua y
la presion de vapor del etanol, y cada una esta en funcién de la temperatura:

pg = p\(/)vv (Tﬁ)x\:/ﬁw + pgv(Tﬁ)x;ﬁw (2.44)

y en las cuales se considera la fraccion molar del agua (x,s,) y €l etanol (x.z,) como una mezcla

binaria en sélidos:

* _ Xeﬁ/Me

xeﬁw N XeB/Me"'Xw[?/Mw (2.45)
* _ XWB/MW

xWﬁW B XeB/Me"'Xwﬁ‘/Mw (2.46)

Para calcular la presion de vapor se agreg6 un coeficiente de actividad (y,) el cual representa la
desviacion de la conducta ideal, debido a que la mezcla no es un gas ideal y no sigue la ley de Roult,

quedando como (Huesca-Osorio, 2014):

Py = ylawepg (2.47)

donde a,,. expresa las interacciones termodinamicas de los soélidos de la alimentacién. Aguirre-Alonso
(2016) utilizo6 la ecuacién de Henderson modificada por Salgado-Cervantes et al. (1994) para describir

la a,. en funcion de la temperatura y humedad del producto:

Aye =1 —exp (—leB"ZXf;ﬁ) (2.48)
donde Xewﬁ = XWB + Xeﬁ (2.49)
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La funcién que relaciona la actividad del agua de la fase dispersa (a,,) con su contenido de
humedad a una temperatura dada se conoce como isoterma de sorcién (Palencia et al., 2002) y es

particular para cada producto alimenticio (Al-Muhtaseb et al., 2002).

Los coeficientes de actividad (y;, y2, ¥3) propuestos por Huesca-Osorio (2014) son los

siguientes:

Y1 = 6.0502x35,, — 9.2498x2p,, + 4.1078x,p4, + 1.0123 (2.50)
Y2 = 1+ 4.4942exp(—8.505x,p,,) (2.51)
¥s = 0.59781x,2,,7° Si Xepw > 0.005 (2.52)
yz3 =1 Si Xepw < 0.005 (2.53)

Aguirre-Alonso (2016) utilizé y, para corregir la presiéon de vapor de la ecuacion (2.47), y, para
corregir las fracciones de etanol en la fase gaseosa de la ecuacion (2.41) y y; para corregir el calor

latente de vaporizacion de la ecuacion (2.34).

Finalmente, para considerar el sistema como un ciclo cerrado, Aguirre-Alonso (2016) anexé un
balance de energia de la fase gaseosa para el condensador de la bomba de calor (Ec. (2.54)), de esta
forma se puede calcular la energia tedrica consumida en el proceso de SACC de extractos cuya fase

liquida esté compuesta por etanol y agua, y donde el gas de secado sea nitrégeno (N,).
hy = Cpn, Ty + (Hoy + CowoTy ) Xwy + (HOy + CPeuTy ) Xey (2.54)

Al igual que el modelo de Palencia et al. (2002), las variables del modelo propuesto por Aguirre-
Alonso (2016) estan directamente relacionadas con el consumo de energia y materia prima, y con la
productividad y la humedad final del producto, pero no se correlacionan con el contenido de
compuestos bioactivos en el producto final, lo cual fue de interés particular durante el presente
proyecto debido a la naturaleza de la alimentaciéon: extracto de moringa con un contenido de
compuestos fendlicos con distintas acciones terapéuticas. Por ello se recurri6 a recuperar datos
cuantitativos a partir de un disefio experimental para definir el efecto de las variables independientes
del SACC y sus interacciones sobre el contenido de compuestos fendlicos de referencia de extractos
de moringa. Con la informacion obtenida se correlacionaron tanto criterios térmicos como de calidad
para la definicion de las variables del secado por aspersion de extractos de moringa que permitiesen
obtener el mayor contenido posible de compuestos fendlicos en el producto final, con el menor

consumo de energia.
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2.6 Pruebas aceleradas de estabilidad de compuestos bioactivos

Una vez obtenido el extracto seco se deben asegurar las propiedades del producto a través de
condiciones de almacenamiento que permitan reducir reacciones fisico-quimicas, la adsorcién de
agua y el crecimiento de microorganismos, como bacterias, mohos y levaduras. En productos hechos
a base de plantas, los cambios en el contenido de compuestos bioactivos en funcién del tiempo de
almacenamiento, pueden evaluarse a través de pruebas de estabilidad. Estas pruebas se realizan
bajo condiciones controladas de temperatura, humedad relativa, oxigeno y/o luz. Los resultados de las
pruebas de estabilidad permiten establecer la vida util del producto y las condiciones de
almacenamiento necesarias para mantener sus propiedades. Normalmente, la degradacion de
compuestos bioactivos en forma de particulas secas es muy lenta, por esta razéon es habitual elegir
condiciones de almacenamiento de estrés, utilizando temperaturas y humedades altas para acelerar la
prediccion de estabilidad (Bott et al., 2010).

Debido a que los extractos secos de materiales vegetales pueden contener diferentes y
multiples compuestos bioactivos, la medicion de la estabilidad y la determinacion de la vida util son
particularmente desafiantes, independientemente de si se conocen los componentes con la accion
terapéutica definida. La mayoria de los trabajos en pruebas aceleradas de estabilidad se centran en
pocos compuestos de referencia para simplificar el trabajo (Stefan y Chantal, 2005).

El estado fisico de los extractos secos de materiales vegetales es muy sensible a pequefios
cambios en la temperatura y la humedad relativa que pueden ocurrir en las condiciones de
almacenamiento habituales de estos productos. Esto se atribuye al contenido de componentes de bajo
peso molecular, de azlcares y acidos orgénicos y a la cantidad de agua de estos materiales. Por ello,
estas variables se consideran factores cruciales de estudio durante las pruebas aceleradas de

estabilidad de extractos secos (Moraga et al., 2012).

2.7 Sintesis de antecedentes

Las plantas medicinales contienen una serie de sustancias que pueden tener un impacto sobre
la prevencién de algunas enfermedades, estos constituyentes son denominados compuestos
bioactivos (Azmir et al, 2013). En la actualidad estas sustancias estdn siendo ampliamente
investigadas en laboratorios de las industrias farmacéutica y alimentaria. De acuerdo a los
antecedentes mostrados, las hojas de moringa tienen potencial para ser utilizadas como fuente de
compuestos bioactivos con accién terapéutica. Sin embargo, hay muchos factores que pueden afectar
los niveles de los componentes activos obtenidos a partir de plantas: las condiciones climaticas
durante el desarrollo del arbol, la composicion del suelo donde se cultive el arbol, las condiciones de

extraccion de los compuestos bioactivos y el secado por aspersion de los extractos vegetales .
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En México el cultivo de moringa se ha extendido exitosamente debido a las ventajas de
explotacién y consumo que representa (Olson y Alvarado-Cardenas, 2016), sin embargo, no se ha
encontrado ningun estudio que haya sido llevado a cabo sobre la evolucién del contenido de
compuestos bioactivos de hojas de moringa cultivados en México, y la informacion disponible en
literatura (Tabla 2.1) no permite inferir como las variables agron6micas afectan el perfil fitoquimico de
las hojas de moringa. Por esta razon, se inici6 un programa de colaboracién con el Colegio de
Postgraduados, Campus Veracruz - México, para dar seguimiento a la evolucion de compuestos
bioactivos de cultivos de moringa durante su desarrollo, y también, con la finalidad de determinar el
lote a explotar durante el presente trabajo de investigacion.

En otro contexto, aunque existen numerosos trabajos que proponen otros métodos, 0 nuevas
técnicas de extraccion, la maceracion en etapas simples es el proceso mas utilizado por
investigadores e industriales para la extraccion de compuestos bioactivos a partir de materiales
vegetales. Hasta la fecha, no se ha estudiado la transferencia de masa durante la extraccién de hojas
de moringa y no se han encontrado reportes de extraccion de compuestos bioactivos de moringa
utilizando maceracion por lote en etapas mdltiples a contracorriente (Tabla 2.2), lo cual permitiria
mejorar la eficiencia de extraccion. Por lo tanto, se decidié generar informacion fundamental sobre las
propiedades de transferencia de masa y estimar la distribucion de concentraciéon entre fases en el
equilibrio a partir de cinéticas de extraccion solido-liquido en una sola etapa de hojas secas de
moringa. Con dicha informacion se propuso resolver el modelo tedérico conceptualizado por Castillo-
Santos et al. (2016) para definir el nimero de etapas y la cantidad de disolvente requeridos para
producir el maximo rendimiento de extraccion con la maxima concentracion de extracto. Con esto se
buscé garantizar la alimentacion de un extracto crudo con el mayor contenido de soélidos y de
compuestos bioactivos al secado por aspersion, el cual se decidié operar en ciclo cerrado utilizando
nitrégeno como gas de secado para evitar una etapa previa de evaporacion del disolvente organico

utilizado durante la extraccion, la cual se asocia con la degradacion de compuestos bioactivos.

Como se ha mencionado anteriormente, el modelo propuesto por Aguirre-Alonso (2016) permite
estimar la cantidad de energia consumida durante el SACC de extractos cuya fase liquida esté
compuesta por etanol y agua, y donde el gas de secado sea nitrdgeno. Sin embargo, con dicho
modelo no es posible inferir qué efecto tienen las variables independientes del SACC sobre el
contenido de compuestos bioactivos del extracto alimentado. Por lo cual fue necesario generar la
informacién necesaria para definir como las condiciones del SACC afectan la retencion de

compuestos bioactivos de extractos de moringa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estudiar la termodindmica del proceso de obtencién de extractos secos de Moringa oleifera.

3.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de la edad del arbol, los factores climaticos y los parametros fisicos y
guimicos del suelo sobre el contenido de compuestos bioactivos y la actividad antirradical de

extractos etandlicos de hojas secas de moringa.

e Optimizar el proceso de extraccion de compuestos bioactivos de hojas secas de moringa con

respecto al rendimiento de sélidos extraibles.

e FEvaluar el proceso de secado por aspersion con nitrégeno en ciclo cerrado del extracto
etandlico de hojas secas de moringa con respecto a la retenciéon de compuestos fendlicos de

referencia y el consumo de energia.

e Estudiar el efecto de la temperatura y humedad relativa sobre la estabilidad de compuestos

fendlicos de referencia en los extractos secos.
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4 MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se dividi6 en cinco etapas para alcanzar cada uno de los objetivos

especificos planteados, las cuales se describen en la Figura 4.1.

Determinacion de fenoles totales, 3y
carotenoides totales, acido
ascorbico, acido galico y
actividad antirradical (ensayos
DPPH y ABTS)

1
1
Variaciones en compuestos bioactivos y actividad antirradical | !
de hojas de moringa: influencia de factores climaticos, edad !
del arbol y parametros fisico-quimicos del suelo :

1

Recoleccion de hojas de moringa en la temporada
y suelo que permitieron la mayor expresion de
compuestos bioactivos y actividad antirradical

v

Determinacién del contenido de
agua, solidos extraiblesy no ~ p========= Caracterizacion de las hojas secas de moringa
extraibles *

1
1
|
1
I
|
i
|
1
i
!
Estimacion de las propiedades de Cinéticas de extraccion de hojas secas de moringa a !
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

equilibrio (K,, y M) en el sistema  ======= diferentes tamanos de particula, temperaturas y
etanol:agua:moringa seca relaciones muestra:disolvente
Comparacion de la EMC con otros Simulacién y validacion experimental de la
métodos de extraccion (Soxhlety - extraccion por lote en etapas multiples a
extraccion asistida por ultrasonido) contracorriente (EMC) de hojas de moringa

EMC de hojas secas de moringa bajo las
condiciones 6ptimas establecidas

PARTE

[ Preparacion de la mezcla de alimentacion

humedad, rendimiento del proceso y Secado por aspersion en ciclo cerrado
retencion del contenido de compuestos (SACC) del extracto etandlico de moringa
fendlicos de referencia

Determinacién del contenido de ]

usando las variables del conjunto’  =-=-=---

experimental a diferentes ¢ y G, SAgE

2

Efecto de las interacciones termodinamicas
--------- de los sélidos de la alimentacion sobre la
humedad simulada del producto

Comportamiento dinamico de la 7, {

Simulacién y validacién experimental del ]

PARTE IV i

Generacion de la isoterma de
adsorcién de los sélidos de la mezcla
de alimentacion y su representacion
matematica con la Ecuacion (2.48)

SACC bajo condiciones que permitieron mayor retencion
de compuestos fendlicos, mayor rendimiento, menor
consumo de energia y de material de soporte

| v

PARTEV

Cuantificacion de quercetina-3.
rutinésido y kaempferol-3-glucosid
durante el periodo de
almacenamiento

Efecto de la temperatura y humedad relativa sobre la
estabilidad de compuestos fendlicos de referencia en los
extractos secos de moringa

FIGURA 4.1 Diagrama general de la metodologia seguida en el presente trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Estudio de las variaciones del contenido de compuestos bioactivos y actividad

antirradical de hojas de moringa

Este estudio se realiz6 para investigar la evolucion del contenido de fenoles totales,
carotenoides totales, acido ascorbico y acido galico; y la actividad antirradical expresada como
capacidad de captacion de radicales libres de extractos etandlicos obtenidos a partir de hojas
liofilizadas de moringa cosechadas en diferentes etapas de desarrollo del arbol. También se estudio si
existe alguna correlaciéon entre las variables estudiadas en el material vegetal y la composicion del

suelo.

4.1.1 Sitio de cultivo de la materia prima

Las hojas frescas de moringa se recolectaron en el Colegio de Postgraduados (COLPOS),
ubicado en el centro del estado de Veracruz, en la costa este de México, en diferentes fechas de
recoleccion: junio, julio y septiembre de 2014; enero y mayo de 2015. Las hojas fueron recolectadas
de tres parcelas (A, B y C), cada una en diferentes edades. Las hojas maduras de moringa se
recolectaron a mano aleatoriamente de las ramas medias de los arboles de moringa. Se descartaron
las hojas tiernas y con dafios fisicos, los criterios para seleccionar las hojas de moringa se basaron en
los resultados obtenidos por Sreelatha y Padma (2009). Las hojas se lavaron con agua destilada para
eliminar la suciedad y se eliminé el exceso de agua. Posteriormente, las hojas se almacenaron a -32
°C y se procesaron en menos de 48 h. Todas las parcelas de moringa fueron sometidas a practicas de

cultivo idénticas para minimizar la influencia de factores pre- y post- cosecha.

4.1.2 Reactivos y disolventes

El 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), 2,2’azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-a4cido sulfénico (ABTS),
persulfato de potasio, reactivo de Folin-Ciocalteu, 2,6-dicloroindofenol sédico, acido metafosforico,
acido ascorbico, trolox y acido galico se adquirieron en Sigma Chemicals (Toluca, México). El
carbonato sédico, bicarbonato sédico, hexano, acetona, metanol y acido acético glacial se adquirieron
en JT Baker (CDMX, México). El 6xido de magnesio y el etanol se adquirieron en Golden Bell
Reagents (CDMX, México) y la celita en LABESSA (CDMX, México). Todos los disolventes utilizados
en este estudio fueron de grado analitico, excepto el metanol y el acido acético glacial, que fueron
grado HPLC. Se trabajo con agua purificada en sistemas Hydrox 40 (Mirage Corp.; Ciudad Obregon,
Sonora, México) y Simplicity® (Millipore SAS; Molsheim, Francia) para obtener agua desionizada y

tipo 1, respectivamente.
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4.1.3 Preparaciéon de la muestra

La extraccidon solido-liquido es un proceso de separacién bien conocido, cuyo rendimiento
puede aumentarse con una etapa previa de deshidratacion y una reduccion del tamafio de particula;
ademas, en el caso particular de la extracciébn de compuestos bioactivos a partir de materiales
vegetales, el proceso de secado evita la interferencia del agua en la liberacion de polifenoles (Ahmad
et al., 2013a). Por estas razones, las hojas de moringa se liofilizaron por 18 h a -45 °C y 4.5 Pa
usando un liofilizador de laboratorio (LABCONCO, FreeZone Mod. 7740060; Kansas City, Misuri, EE.
UU.). Este método de secado se seleccion6 para evitar la degradacion de compuestos bioactivos por
altas temperaturas. Las hojas secas se molieron usando un molino de café (160 W, KRUPS, Mod.
GX410011; Parsippany-Troy Hills, NJ, EE. UU.), y posteriormente, se tamizaron para lograr un tamafio
de particula estandar < 0.59 mm (malla metalica ASTM No. 30). Las muestras obtenidas se

empacaron al vacio en bolsas laminadas y se almacenaron a -32 °C hasta sus analisis posteriores.

4.1.4 Extraccion asistida por ultrasonido

Para la cuantificacion del acido galico y para los ensayos DPPH, ABTS y Folin-Ciocalteu, se
realiz6 una extraccién sélido-liquido. Las muestras de hojas liofilizadas se extrajeron con una mezcla
80:20 (p/p) de etanol:agua. Los extractos etandlicos de hojas de moringa se obtuvieron usando una
proporcion de 0.01 (g de muestra)/(mL de disolvente) y 30 minutos en bafio ultrasénico (Westprime
Systems, Cat. No. B90-055H; Chino, California, EE. UU. Potencia de ultrasonido: 100 W, frecuencia:
45 kHz). Estas condiciones de operacion se establecieron en un trabajo previo realizado en el
laboratorio, donde se evaluaron las cinéticas de extraccion a diferentes proporciones (g de
muestra)/(mL de disolvente) para determinar el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio entre las
fases y la relacion (g de muestra)/(mL de disolvente) necesaria para obtener los rendimientos mas
altos de sdlidos, contenido de fenoles totales y actividad antirradical (ensayos DPPH y ABTS). El agua
en el bafo ultrasénico se mantuvo a nivel con la superficie del disolvente en los matraces Erlenmeyer,
y se regul6 a 25 °C para evitar un aumento de la temperatura provocado por la cavitacion. Después de
la extraccion, los extractos se filtraron con papel de filtro Whatman No. 4. Todos los extractos se
mantuvieron a -32 °C hasta andlisis adicionales. Todos los experimentos fueron realizados por

duplicado.

4.1.4.1 Determinacion de actividad antirradical por ensayo DPPH

La actividad antioxidante de los extractos de hojas liofilizadas de moringa sobre radicales DPPH
se midi6 en términos de capacidad de donacién de hidrégeno o de eliminaciéon de radicales de
acuerdo con el método descrito por Siddhuraju y Becker (2003). Se afiadieron 0.1 mL de extracto a
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3.9 mL de solucion metandlica de DPPH (0.025 g/L). La mezcla se dej6 incubar en oscuridad durante
90 min a 25 £ 1 °C. La disminucién en la absorbancia a 517 nm se determin6 con un
espectrofotometro UV-Vis (Thermo Scientific, Mod. Genesys 10S; Waltham, MA, EE. UU.). La solucién
de referencia se prepar6 con 0.1 mL del disolvente de extraccion y 3.9 mL de solucion de DPPH. El

porcentaje de actividad antirradical (AAR) se calculé con la siguiente ecuacion:
AAR (%) ="RA;AS100 (4.1)
R

donde A es la absorbancia de las muestras y A, es la absorbancia de la referencia. Los resultados se
expresaron como equivalentes de trolox (ET) en gramos por 100 g de base seca (g ET/100 g bs). La
curva de calibracion (Apéndice A) se realizd con una solucion stock de trolox (1 mg/mL) con el

disolvente de extraccion, que se diluyd para dar 0.200, 0.100, 0.050, 0.025 y 0.010 mg/mL.

4.1.4.2 Determinacion de actividad antirradical por ensayo ABTS

La actividad de captacion de radicales ABTS del extracto de hojas liofilizadas de moringa se
determiné de acuerdo con el procedimiento descrito previamente por Re et al. (1999). Para la
formacion del catién radical ABTS (ABTS™), a una solucién acuosa de persulfato de potasio (0.0066 g
en 5 mL) se adiciond una solucién de ABTS (0.0384 g en 5 mL de agua) y se dejo en oscuridad
durante 16 h a 25 + 1 °C. Esta solucion se diluyé con etanol absoluto para generar una absorbancia
de 0.70 + 0.05 a 734 nm, generalmente en una proporcion ABTS ":etanol absoluto de 1:100. La
mezcla de reaccion final (1 mL) se preparé a partir de 980 uL de la solucion etandlica de ABTS™ y 20
uL de la muestra. Esta mezcla de reaccion se agité en vortex durante 10 s, y después de 7 min, la
absorbancia se registré a 734 nm usando un espectrofotémetro UV-Vis. La solucién de referencia se
obtuvo afadiendo 20 pL del disolvente de extraccion en lugar del extracto. El porcentaje de inhibicién
se calculd utilizando la ecuacion (4.1). Los resultados se expresaron como equivalentes de trolox (ET)
en gramos por 100 g de base seca (g ET/100 g bs). La curva de calibracion (Apéndice A) se realizd
con una solucion sotck de trolox (1 mg/mL) con el disolvente de extraccion, que se diluyo para dar
0.200, 0.100, 0.050, 0.025 y 0.010 mg/mL.

4.1.4.3 Cuantificacién de fenoles totales (CFT)

El contenido de fenoles totales (CFT) se determiné por el método Folin-Ciocalteau reportado por
Chumark et al. (2008). Se transfirieron 100 pyL de extracto a un matraz volumétrico de 10 mL y se
afladieron 6 mL de agua y 0.5 mL de reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu y posteriormente fueron
mezclados en vortex por 10 s. Después de 5 minutos, se afiadieron 1.5 mL de solucién de carbonato
de sodio (20% p/v). La mezcla de reaccion se afor6 a 10 mL con agua y se agit6 nuevamente en
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vortex por 10 s. La solucion se mantuvo en oscuridad durante 2 h a 25 + 1 °C. La absorbancia se
registr6 a 760 nm en un espectrofotometro UV-Vis. EI CFT se expres6é como equivalentes de acido
galico en gramos por 100 g de base seca (g EAG/100 g bs). La curva de calibracién (Apéndice A) se
realizd con una solucién madre de acido galico (1 mg/mL) con el disolvente de extraccion, que se
diluyé para dar 0.90, 0.80, 0.60, 0.40, 0.20, 0.10 y 0.05 mg/mL.

4.1.4.4 Cuantificacién de &cido galico por HPLC

La separacion e identificacion de &cido galico se llevd a cabo en un equipo HPLC (Varian
ProStar, Mod. 240; Markham, Ontario, Canada) acoplado a un detector UV-vis (Waters, Mod. 2487;
Milford, MA, EE. UU.) ajustado a 260 nm. Antes de realizar las inyecciones, muestras de 2 mL de cada
uno de los extractos etandlicos de hojas de moringa se filtraron a través de un filtro de jeringa de nylon
de 0.22 ym. El volumen de inyeccion fue de 10 pL 6 20 pL, segun la muestra analizada. La separacion
se realizd en una columna de fase reversa C18 (longitud: 150 mm; didmetro interno: 4.6 mm; tamafio
de particula: 5 um) a 35 °C. La fase movil consistié en agua con acido acético al 1% (disolvente A) y
metanol (disolvente B). El caudal se mantuvo a 1.3 mL-min™ utilizando una elucién isocratica (60% del
disolvente A y 40% del disolvente B) durante 25 min, seguido de 5 min de lavado. Los resultados
cuantitativos (mg-g bs™) se obtuvieron por comparacion de las areas de los picos de las muestras con

la del estandar puro a través de la curva de calibracion correspondiente (Apéndice B).

4.1.5 Cuantificacion de carotenoides totales

La extraccion, separacion y cuantificacion de los carotenoides totales en las muestras se
realizaron de acuerdo al método oficial 941.15 (AOAC, 2006) para plantas secas, con ligeras
modificaciones basadas en los trabajos de Ranganna (1999) y Rodriguez (2001). Las técnicas se
basan en que la mayoria de los carotenoides exhiben absorcién en la region visible del espectro entre
400 y 500 nm, y obedecen a la ley de Lambert-Beer. Se extrajeron 0.5 g bs de la muestra con 20 mL
de una mezcla 30:70 (v/v) de acetona:hexano. Todos las muestras se sometieron a extraccion asistida
por ultrasonido durante 5 minutos (potencia de ultrasonido: 100 W, frecuencia: 45 kHz) en un bafio
ultrasénico. Se realizaron lavados con agua en un embudo de decantacion y se recogio el
sobrenadante. Los sobrenadantes se llevaron a 20 mL con hexano. Finalmente, la separacion de
carotenoides se realiz6 por cromatografia en columna abierta. La columna se prepar6 de acuerdo con
Ranganna (1999): 3 cm® de una mezcla 1:2 (p/p) de 6xido de magnesio:celite, 1 cm® de una mezcla
1:4 (p/p) de 6xido de magnesio:celite y 1 cm® de sulfato de sodio anhidro en la parte superior. La
mezcla de carotenoides se separd de la columna antes que todos los demés pigmentos, sélo se
recolectd esta porcién y se evitd la contaminacién con las otras bandas. La absorbancia de cada
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porcion principal recolectada se midié a 450 nm en un espectrofotometro UV-vis. El contenido de
carotenoides totales (CT) se calculé con la ecuacién (4.2), y los resultados se expresaron en
miligramos por 100 g de base seca (mg-100 g bs™).

Aq¢'V+-1000
CT (ug/g bs) == z— 4.2)
donde A es la absorbancia de las muestras a 450 nm, V es el volumen total de extracto (mL), A es el

coeficiente de absorcion para una mezcla de carotenoides (2500) y G es el peso de la muestra (g bs).

4.1.6 Determinacion del contenido de acido ascérbico

La determinacién del acido ascérbico se llevo a cabo siguiendo el método oficial AOAC 967.21
(AOAC, 2006) (método de titulacion con indofenol). Se homogeneizé 1 g de cada muestra en 35 mL
de solucion de acido metafosférico (15 g de acido metafosférico y 40 mL de acido acético aforados a
500 mL con agua destilada). Las mezclas se colocaron en un bafio ultrasénico (potencia de
ultrasonido: 100 W, frecuencia: 45 kHz) por 5 min. Se titularon 7 mL de cada muestra con una solucién
de 2,6-diclorofenol-indofenol en presencia de bicarbonato de sodio (50 mg de 2,6-diclorofenol-
indofenol y 42 mg de bicarbonato de sodio aforados a 200 mL con agua destilada) hasta alcanzar un
punto final rosa. Los datos se compararon con una solucién estandar de acido ascérbico (1 mg-mL™) y
los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido ascoérbico por cada 100 g bs (mg
EAA-100 g bs™).

4.1.7 Recoleccion de datos meteoroldgicos

Los factores climaticos (temperatura media, humedad relativa, precipitacion, radiaciéon solar y
radiacion UV) se registraron en un equipo Vantage Pro-2 (Davis Instruments; Hayward, CA, EE. UU.)
ubicado dentro del campus del COLPOS. Se registraron datos promedio de 30 dias antes de cada
recoleccion, porque este periodo de tiempo considera la maduracion completa de las hojas de

moringa y los factores climaticos pueden mostrar un efecto en su desarrollo.

4.1.8 Analisis del suelo

Se recogieron 10 muestras de suelo en cada parcela experimental siguiendo un patrén en
zigzag. Cada muestra de suelo de 0.5 kg se recuper6 a una distancia de 30 cm del tallo del arbol y, a
partir de ahi, a una profundidad de 15 cm. Las muestras correspondientes se combinaron, mezclaron

y dividieron para producir tres muestras representativas de suelo de 1 kg, designadas como A, By C.

42

0TI TENET ARV OO RO PO EA0 ATt IO o e e e 551140



W/ UCA

de Céadiz

Tesis doctorales de la Universidad de Cadiz Ejemplar para: uG12715452

Universidad  TERMODINAMICA DEL PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTOS SECOS DE MORINGA OLEIFERA Fecha/hora: 11/06/2021 21:27:16
VAZQUEZ LEON, LUCIO ABEL Identificador de réplica:

UCAgb6LW#uceagdj1SjudUcxMjcxNTQ1Mg==

MATERIALES Y METODOS

Las muestras recolectadas fueron enviadas al Laboratorio de Suelos, Plantas y Andlisis de Agua del
COLPOS, Campus Montecillo, Estado de México, Méx. Los andlisis de composicion del suelo se
llevaron a cabo en septiembre de 2014 por personal del laboratorio citado. Para cada muestra de
suelo se analizé: pH, capacidad de intercambio catiénico (CIC), conductividad eléctrica (CE), el
contenido de materia organica (MO) y los niveles de K, P y NH,". El contenido de arcilla, limo y arena
también fueron evaluados. Los métodos analiticos utilizados por el laboratorio externo se presentan en
la Tabla 4.1.

TABLA 4.1 Variables evaluadas en tres tipos de suelos utilizados en este estudio y métodos

analiticos realizados.

Variable evaluada Métodos analiticos Medicion
pH Relacion 1:2 (p/v) de suelo:agua Potenciémetro
Capgcidaq ,d? [tereabio AS-12 con acetato de amonio Titulacion con HCI
e cationico (CIC)
Conducti\zig;()j S Medicidn electrolitica Conductimetro
K AS-12 con acetato de amonio Fotometro de flama
P Olsen Espectrofotémetro a 882 nm
NH," Micro-Kjeldahl Titulaciéon con H,SO,
Materia orgénica (MO) Walkley y Black Titulacion con FeSO,
Arcilla Bouyoucos Hidrémetro de Bouyoucos
Limos Bouyoucos Hidrémetro de Bouyoucos
Arena Bouyoucos Hidrometro de Bouyoucos

Los métodos analiticos utilizados por el COLPOS, Campus Montecillo, Estado de México, Méx., se
establecen en la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-2000.

4.1.9 Analisis estadistico

El andlisis de los datos se realiz6 mediante el andlisis de componentes principales (ACP) con la
ayuda del software Minitab version 14 (Minitab Inc.; State College, PA, EE. UU.). EI ACP se utilizd
para describir la estructura del conjunto de datos y para establecer la importancia relativa individual de
cada una de las variables evaluadas. Se definieron un total de doce variables con respecto a los

factores climaticos: temperatura promedio, humedad relativa, precipitacién, radiacion solar, radiacion
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UV; y caracteristicas del material vegetal: edad del arbol, capacidad de captacion de radicales DPPH y
ABTS, y los contenidos de fenoles totales, acido galico, acido ascorbico y carotenoides totales. Para
evaluar la correlacion de las caracteristicas evaluadas del material vegetal con los parametros fisicos
y quimicos del suelo, se incluyeron diez variables mas: pH, CIC, CE y niveles de arcilla, limo, arena,
MO, K, P y NH,". Para eliminar las posibles distorsiones que surgen de las diferentes magnitudes de
los valores numéricos de las observaciones evaluadas, todos los valores se estandarizaron restando

el valor de la media y dividiendo por la desviacion estandar.

Finalmente, las observaciones experimentales fueron mostradas como la media * la desviacién
estandar y se realizd un analisis estadistico mediante ANOVA de una via seguido por la prueba de
pares de Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas en el valor de
probabilidad inferior al 5% (p < 0.05).

4.2 Determinaciéon experimental de las propiedades de equilibrio en el sistema

etanol:agua:moringa seca

Otro de los objetivos del proyecto fue la optimizaciéon del proceso de extraccion de compuestos
bioactivos a partir de hojas secas de moringa, por lo tanto; una vez caracterizados los cultivos y
definida la parcela de moringa a explotar; se propuso generar informacion fundamental sobre las
propiedades de transferencia de masa y estimar la distribucién de concentracién entre fases en el
equilibrio a partir de cinéticas de extraccion sélido-liquido en una sola etapa de hojas secas de
moringa. Con esta informacion se resolvié el modelo tedrico conceptualizado por Castillo-Santos et al.
(2016) para definir el numero de etapas y la cantidad de disolvente requeridos para producir el
maximo rendimiento de extraccion con la maxima concentracién de extracto. A continuaciéon se
describe la determinacion experimental de dichas propiedades para el sistema etanol:agua:moringa

seca.

4.2.1 Materia prima, reactivos y disolventes

Se recolectd un lote de hojas frescas de moringa en una parcela experimental del Colegio de
Postgraduados (COLPOS), campus de Veracruz (México), en septiembre de 2015. Las hojas maduras
de moringa se recolectaron a mano aleatoriamente de las ramas medias del arbol de moringa. Las
hojas se lavaron con agua destilada para eliminar la suciedad y se eliminé el exceso de agua. Las
hojas frescas de moringa se almacenaron a -32 °C y se procesaron en menos de 72 h.

Los reactivos y disolventes que se usaron para esta parte del proyecto estan descritos en la

seccion 4.1.2.
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4.2.2 Preparaciéon de la muestra

Las hojas de moringa se liofilizaron a -45 °C y 4.5 Pa usando un liofilizador de laboratorio por 18
h. Una parte de las muestras liofilizadas se molieron utilizando un molino de café y posteriormente se
tamizaron para conseguir un tamafo de particula estandar entre 0.59 mm (malla metéalica ASTM No.
30) y 0.22 mm (malla metalica ASTM No. 70). Se utiliz6 otra porcion de muestras liofilizadas como
hojas enteras. Las hojas secas trituradas (HT) y las hojas enteras secas (HE) se almacenaron a -14

°C hasta andlisis posteriores.

4.2.3 Caracterizacion de las hojas de moringa

El modelo tedrico desarrollado por Castillo-Santos et al. (2016) toma en cuenta la composicién
de la alimentacion, por lo cual se realiz6 una caracterizacion completa de las hojas de moringa en
términos de fraccion masica de agua, fraccion masica de sélidos extraibles y fraccion masica de

soélidos no extraibles.

4.2.3.1 Determinacion del contenido de agua en hojas de moringa (xg,)

La determinacion del agua se llevo a cabo por diferencia de peso. Se colocaron 1 g de muestras
en una estufa de vacio (Lab Line Instrument, Mod. 3818-1; Mansfield, Texas, EE. UU.) a 60 °C y 6x10*
Pa hasta peso constante. El contenido de agua se expresé como fraccion masica de agua en la

alimentacion (x,) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

_ Wo—w;
xF3 = Wo

(4.3)

donde w, y w; son el peso inicial y final de la muestra, respectivamente. Los analisis se realizaron por

triplicado.

4.2.3.2 Determinacion del contenido de sdlidos no extraibles (xg,) y material extraible

(xr,) de las hojas de moringa

Se realiz6 extraccion exhaustiva para determinar la fraccion de sélidos no extraibles y, por lo
tanto, la fraccion de sélidos extraibles de hojas secas de moringa. Se extrajeron exhaustivamente 2 g
de muestras en 100 g de disolvente a 35 °C (HT y HE) y 55 °C (s6lo para HE). El disolvente utilizado
fue una mezcla 80:20 (p/p) de etanol:agua. Las muestras por triplicado se agitaron en un agitador
orbital (Thermo Scientific, Mod. MaxQ 4450; Waltham, MA, EE. UU.) a 150 rpm (radio del orbital: 0.95
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cm) con temperatura controlada. El tiempo para cada extraccion exhaustiva fue el requerido para
alcanzar la concentracién de equilibrio en el extracto; este tiempo de equilibrio se establecié a partir de
los resultados de las cinéticas de extraccion. Al final del tiempo de equilibrio, el refinado (hojas de
moringa con extracto) se separd del extracto (material extraible y disolvente) por decantacion y
filtracion. Posteriormente, el refinado se extrajo cuatro veces mas en las mismas condiciones.
Después de la quinta extraccion, el residuo se colocé en una estufa de vacio a 60 °C y 6x10* Pa hasta
alcanzar un peso constante. Los restos de sélidos son el material no extraible en hojas de moringa y
se expresaron en fraccion masica (xg,):

woll=xp, )—w,
xF1: O( W::3) l

(4.4)

w, Y w; son el peso inicial y final de la muestra, respectivamente. Entonces la fraccion masica

extraible (xg,) se estimo por diferencia:

Xp, =1—xp — xp, (4.5)

4.2.4 Cinéticas de extraccion de hojas secas de moringa

Las cinéticas de extraccion de HT y HE se realizaron para estimar las propiedades de equilibrio
y transferencia de masa. Se colocaron 2 g de cada muestra (F) en diferentes matraces Erlenmeyer,
luego en cada matraz se agregaron diferentes cantidades de disolvente (S: mezcla 80:20 (p/p) de
etanol:agua) para obtener diferentes relaciones de (g hojas de moringa)/(g disolvente): 0.02, 0.03,
0.04 (este valor s6lo para HE) y 0.1 (este valor sélo para HT). Ambas muestras de HT y HE se
mantuvieron en un agitador orbital a 35 °C y 150 rpm (radio del orbital: 0.95 cm) hasta alcanzar el
equilibrio; otra cinética de extraccién se llevo a cabo a 55 °C y 150 rpm (radio del orbital: 0.95 cm)
hasta alcanzar el equilibrio (s6lo para HE). El refinado (R) a diferentes tiempos de contacto se separd
cuidadosamente del extracto (E) por decantacién vy filtracion, y entonces ambas fases se pesaron.
Cada R se coloc en una estufa de vacio a 60 °C y 6x10* Pa hasta alcanzar el peso constante; el

residuo seco de R obtenido se denominé como D. Cada cinética de extraccion se replicé dos veces.

4.2.4.1 Estimacion de pardmetros de equilibrio

Los parametros de equilibrio estimados fueron la relacion de equilibrio termodinamico (K.q)

indicada en la ecuacion (2.1) y la solucion retenida especifica por kg de sélidos no extraibles en R (M);
los cuales son los necesarios para resolver el modelo conceptualizado por Castillo-Santos et al.
(20186).
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K., se calcul6 por regresion lineal de la ecuacion (2.1) a partir de las concentraciones
experimentales en ambas fases cuando se alcanzé el equilibrio a las diferentes relaciones de (g de
moringa)/(g disolvente). Se establecid la siguiente suposicion: el material extraible transferido al
extracto (Exg,) es la diferencia entre los sdlidos totales en las hojas de moringa y D,

Exg, = Fxgp, — D (4.6)
donde xg,, = xp, + X,

Como F, E, D, xp, Y xr, S€ evaluaron experimentalmente, se puede calcular la fraccion masica

de sdlidos extraibles presente en E (xg,).

También se asumié que D contiene una fase sdlida (0) y algunos sélidos extraibles que

permanecen en R porque hay una solucién retenida (L) que tiene la misma concentracion del extracto

(Lsz),

D =0 + Lxg, 4.7)

y R esta constituido por 0 y L,

R=0+1L (4.8)
Como R, D y xg, se evaluaron experimentalmente; L puede calcularse con la combinacion de

las ecuaciones (4.7) y (4.8),

=22 (4.9)

1-xg,

Como L se calculd y R se evaludé experimentalmente, O puede calcularse a partir de la ecuaciéon
(4.8). Ademas se asumi6 que O esta formado por los solidos no extraibles de la alimentacion (Fxg,) y

los solidos extraibles que no fueron transferidos al extracto (0xo,),
0 = Fxp, + Oxo, (4.10)

Entonces, la fraccion masica solida extraible presente en 0 (x,,) se puede calcular facilmente a
partir de la ecuacion (4.10) porque F y x, se evaluaron experimentalmente y se calculé 0. Cuando se

alcanza el equilibrio en las diferentes concentraciones de extracto, con xg, y x,, €s posible estimar la

Keq-
Finalmente, la solucion retenida especifica por kg de sélidos no extraibles (M) puede calcularse
a partir de
L
M= (4.11)

Fxpy
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a diferentes concentraciones de extracto (las extracciones se desarrollaron en tres proporciones

diferentes de (g de moringa)/(g de disolvente)).

4.2.5 Simulacién de extraccion por lote en etapas multiples a contracorriente (EMC)
de hojas de moringa
La solucion de las 13N ecuaciones linealmente independientes mostradas en las ecuaciones
(2.2.) — (2.14) se resolvié en la plataforma MatLab de acuerdo con la metodologia detallada por
Castillo-Santos et al. (2016), el cual consiste en la combinacién de un problema de simulacién junto
con uno de optimizacion. La diferencia entre uno y otro es que mientras que para el primero se

establecen todas las variables de entrada, en el segundo se establece una variable de salida deseada

y una de las variables de servicio pasa a ser una variable a calcular. Dicho de otra forma:
Fijar w € R* = {F, Xp1, Xp2, Xp3, Xpa }, Up € R® = {Xs4,Xs5, N} Yy € R' = {XEIZ}
Para calcular
13N-1
x € R = {E] V]= 1, e ,N,' R] V]= 1, c00 5 N, L]V]= 1, 000 N, 0] V]= 1, e, N;XEji: V]= 1, e, N/\Vlz
2, "',4—|(i = 2/\] = 1), XR]'i: V]= 1, e, N/\Vlz 1, "',4; Xoji: V]= 1, e ,N/\Vi= 1, 2 }y uq € R1 = {S}
Debido a que el problema de solucién del sistema no lineal de 13N ecuaciones puede ser muy
complicado y puede tener multiplicidad de solucion; a continuaciéon se presenta la técnica de solucién

propuesta por Castillo-Santos et al. (2016), que se basa en el hecho de que la fraccion mésica debe

estar entre [0,1]. El método consistié en la creacion del siguiente problema de optimizacion:

min f (X'g2,, X g3,, ", X EN,) (4.12)
sujetoa 0 < x'gp, <1

0<xg, =<1

0<xgy, <1
La funcion objetivo es la diferencia positiva:
f(X,EZZ,X/E32, ,X/ENZ) = |X,E22 - XE22| + |X,E3z 2 XE32| + - |X,ENZ - XEN2| (4.13)

La cantidad de disolvente y el rendimiento de extraccion () para cada etapa j se consideraron

como resultados principales para continuar con el procedimiento experimental. El n se defini6 como la
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relacion entre la concentracion de sélidos extraibles del extracto en la etapa j y la concentracion inicial
de sdlidos extraibles en F,

n= EjXEj, (4.14)

Fxp,

4.2.6 Procedimiento experimental de la EMC

La EMC se llev6 a cabo por lotes en un agitador orbital a 150 rpm (radio del orbital: 0.95 cm). El
diagrama de flujo de la EMC se muestra en la Figura 4.2. Ambas muestras (HT y HE) se evaluaron en
diferentes experimentos con su respectivo tiempo de equilibrio para cada etapa. Se usaron 2 g de
hojas de moringa como F. La cantidad de disolvente se definié de acuerdo con la solucién del modelo
conceptualizado por Castillo-Santos et al. (2016). Se us6 una mezcla 80:20 (p/p) de etanol:agua como
disolvente. El proceso de extraccion se realizé a 35 °C o0 55 °C segUn el conjunto experimental. Cada
R en la etapa de equilibrio j se separé cuidadosamente del E por decantacion vy filtracién, y entonces
ambas fases se pesaron. Cada R se colocé en una estufa de vacio a 60 °C y 6x10* Pa hasta alcanzar
el peso constante para determinar D. Entonces Exg, se calculo con la ecuacion (4.6) y el n en cada
etapa j se calculé con la ecuacion (4.14). Las muestras de cada extracto se mantuvieron a -32 °C
hasta analisis posteriores (ensayos DPPH, ABTS y Folin-Ciocalteu, y determinacion del contenido de

sélidos). Los experimentos se realizaron por triplicado.

4.2.7 Validacién del modelo

El criterio utilizado para evaluar el ajuste del modelo de EMC para la extraccion de hojas secas
de moringa fue el error relativo promedio (Erp) en porcentaje, que se definié como:

100 Me;—Mp;
Erp (%) = Tzfillllwieil' (4-15)

donde Me; y Mp; son los valores experimentales y predichos del n, respectivamente, y N es el nimero
de datos experimentales. Un modelo se considera aceptable si los valores P estan por debajo del 10%
(Kaymak-Ertekin y Sultanoglu, 2001).
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S; | Etapas de
I acondicionamiento

Etapas de extraccion
en semi-continuo

FIGURA 4.2 Representacion del diagrama de flujo del proceso de extraccién en tres etapas a

contracorriente.

4.2.8 Comparacién de la EMC con otros métodos de extraccion

El extracto de moringa obtenido bajo condiciones éptimas de EMC fue comparado contra el
método de extraccién convencional Soxhlet y el método de extraccion asistida por ultrasonido. La
comparacion se realizé en virtud de: concentracion de sélidos extraibles en E, actividad antirradical
(ensayos DPPH y ABTS), contenido de fenoles totales (CFT), rendimiento del proceso (n), tiempo de
contacto necesario para alcanzar el equilibrio entre las fases y la cantidad de disolvente necesaria. A
continuacion se detalla el procedimiento de cada método de extraccion estudiado para fines de

comparacion.
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4.2.8.1 Extraccion Soxhlet (ES)

La extraccién usando el método estandar Soxhlet se llevo a cabo usando 100 g de S (mezcla
80:20 (p/p) de etanol:agua). Se colocd 1 g de HE en un cartucho de celulosa. Los E se obtuvieron en
diferentes tiempos de contacto: 2, 3 y 4 h. La potencia de calentamiento se establecid de tal forma que
ocurriesen 3 ciclos por hora, de modo que se lograron 12 ciclos de extraccién dentro de las 4 h del
tiempo de extraccion. Todos los extractos se colocaron en una condicién de temperatura ambiente
antes de pesarse gravimétricamente. Los cartuchos con las muestras se colocaron en un horno de
vacio a 60 °C y 6x10* Pa hasta alcanzar peso constante. Entonces el 5 se calculé con la ecuacion
(4.14). Todos los extractos se mantuvieron a -32 °C hasta andlisis posteriores: ensayos de DPPH,
ABTS y Folin-Ciocalteu y determinacién del contenido de sdlidos. Los experimentos se realizaron por

triplicado.

4.2.8.2 Extraccion asistida por ultrasonido (EAU)

Las cinéticas de EAU en una sola etapa de HE se realizaron en un bafio ultrasénico. El equipo
de ultrasonido se operé a 45 kHz y 100 W. 2 g de HE se mezclaron con diferentes cantidades de S
para obtener diferentes proporciones de (g hojas de moringa)/(g disolvente): 0.02, 0.03 y 0.04. El agua
en el bafo ultrasénico se mantuvo a nivel con la superficie del disolvente en los matraces Erlenmeyer,
y se reguld a 55 °C. Cada cinética de extraccion se replicé dos veces. El n se calculd con la ecuaciéon
(4.14) a diferentes tiempos de contacto. Todos los extractos se mantuvieron a -32 °C hasta andlisis
posteriores (ensayos de DPPH, ABTS y Folin-Ciocalteu, y determinacion del contenido de sélidos).

4.2.9 Métodos analiticos

Los métodos analiticos citados a lo largo de la seccion 4.2 se describen a continuacion y
corresponden a: determinacion del contenido de soélidos de los extractos de moringa, de la actividad

antirradical (ensayos DPPH y ABTS) y del contenido de fenoles totales (CFT).

4.2.9.1 Determinacion del contenido de sdlidos de los extractos de moringa

Alicuotas de 10 mL de cada E se concentraron y secaron con un evaporador rotatorio al vacio
(Btichi, Mod. R-205; Flawil, Suiza) a 60 °C y 7.2x10° Pa. Finalmente, las muestras se colocaron en
una estufa de vacio a 60 °C y 6x10* Pa hasta alcanzar peso constante. La fraccién masica de solidos
extraibles en E (x;,, base seca de E) se calculo por diferencia de peso de acuerdo con la siguiente

ecuacion:
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(4.16)

donde w, y w; son el peso inicial y final de la muestra, respectivamente. Los andlisis se realizaron por

triplicado.

4.2.9.2 Determinacion de actividad antirradical por ensayos DPPHy ABTS

Antes de realizar los ensayos DPPH y ABTS, se disolvieron 0.5 mL de cada extracto crudo con
el disolvente de extraccion (mezcla 80:20 (p/p) de etanol:agua) hasta alcanzar un volumen de 10 mL.
Con estas muestras diluidas se realizaron los procedimientos detallados en las secciones 4.1.4.1 y

4.1.4.2, en las cuales se describen los ensayos DPPH y ABTS, respectivamente.

4.2.9.3 Determinacion del contenido de fenoles totales (CFT)

Con los mismos extractos diluidos mencionados en la seccién 4.2.9.2 se siguieron los pasos
indicados en la seccién 4.1.4.3 para determinar el CFT.

4.2.10 Analisis estadistico

Los resultados experimentales se dieron como la media + desviacion estandar y los analisis
estadisticos se realizaron mediante ANOVA de una via seguido de la prueba de pares de Tukey. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas al valor de probabilidad inferior al 5% (p <
0.05).

4.3 Estudio del secado por aspersion con nitrégeno en ciclo cerrado de extractos de

moringa

Como se ha mencionado en secciones anteriores, las variables del modelo de Aguirre-Alonso
(2016) estan directamente relacionadas con el consumo de energia y materia prima, y con la
productividad y la humedad final del producto, pero no se correlacionan con la retencién de
compuestos bioactivos en el producto final. Para evaluar el efecto del secado por aspersién con
nitrégeno en ciclo cerrado (SACC) sobre el contenido de compuestos fendlicos se decidié recurrir a
modelos de ajuste obtenidos a partir de disefios experimentales. Por lo cual en esta etapa se engloba
el desarrollo experimental del SACC del extracto de moringa obtenido mediante EMC bajo condiciones

Optimas.
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4.3.1 Materiales, reactivos y disolventes

Las hojas frescas de moringa se recolectaron en el Colegio de Postgraduados (COLPQOS),
Veracruz (México), durante la época que permitio la mayor expresion de compuestos fendlicos, segin
los resultados de la primera etapa del proyecto, los cuales se muestran en la seccion 5.1. Las hojas
maduras de moringa se recolectaron a mano aleatoriamente de las ramas medias del arbol de
moringa. Las hojas se lavaron con agua destilada para eliminar la suciedad y se eliminé el exceso de
agua. Las hojas frescas de moringa se almacenaron a 4 °C y se procesaron en menos de 72 h. Como
material de soporte durante el SACC se emple6 una mezcla 95:5 (p/p) de (maltodextrina DE-10):(silice
precipitada).

La maltodextrina (MD) y la silice precipitada (SIPERNAT 22 S®, Evonik-Degussa Industries) se
adquirieron en FAPSA (Toluca, México) y Quimica Anher (CDMX, México), respectivamente. El etanol
de grado analitico se compré a Golden Bell Reagents, (CDMX, México). El acido acético y el
acetonitrilo de grado HPLC se adquirieron en Merck (Darmstadt, Alemania). El agua se purificé con un
sistema Milli-Q (Billerica, MA, EE. UU.). Los estandares de compuestos fendlicos se obtuvieron de
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).

4.3.2 Preparacion de las hojas de moringa para su extraccion

Las hojas frescas de moringa se secaron en un secador de lecho fluidizado (APEX Construction
LTD., Mod. SSE 65; Gravesend, Kent, Reino Unido) operado a 55 °C y con flujo de aire de secado a
1.5 ms™ (humedad relativa media: 78%) hasta obtener una humedad final del producto de 5% base
hameda (bh) (alrededor de 40 min de secado). Estas condiciones fueron establecidas de acuerdo a
los resultados obtenidos por Pérez-Landa (2013), quien para determinar el método de secado
adecuado para hojas de moringa, investigo tres métodos considerando el secado en lecho fluidizado
(35-65 °C), el secado a la sombra y el secado al sol. Pérez-Landa (2013) reporta que la mayor
retencién de compuestos bioactivos (acido ascoérbico, fenoles totales, carotenoides totales) y de
actividad antirradical (ensayos DPPH y ABTS) se obtuvieron cuando las hojas de moringa fueron
tratadas a temperaturas méas altas que permitieron tiempos mas bajos de proceso, consecuentemente
a menor exposicién de una corriente de aire que podria desencadenar reacciones de oxidacion. El
tratamiento a 55 °C no fue significativamente diferente (p < 0.05) al tratamiento a 65 °C.

4.3.3 Preparacion de los extractos etandlicos de hojas secas de moringa

Una EMC se llevé a cabo para la extraccion de compuestos fendlicos de hojas secas de

moringa bajo las condiciones establecidas posterior al andlisis del sistema etanol:agua:moringa seca y
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la resolucion del modelo mecanicista propuesto por Castillo-Santos et al. (2016) con las propiedades
de equilibrio determinadas experimentalmente en el presente proyecto y con la caracterizacion de las
hojas de moringa en términos de fracciones masicas de agua, sélidos extraibles y soélidos no
extraibles. El tamafio de particula, la temperatura de operacién, las cantidades de disolvente
necesarias para las etapas de acondicionamiento y la cantidad de disolvente para las etapas semi-
continuas se reportan en la seccion 5.2. El disolvente de extraccién fue una mezcla 80:20 (p/p) de
etanol:agua. Un diagrama esquematico del proceso de extraccion llevado a cabo se muestra en la
Figura 4.2. Los extractos etandlicos obtenidos de hojas secas de moringa se mantuvieron a 4 °C hasta
que se realiz6 el secado por aspersion (en menos de 48 horas).

4.3.4 Preparacion de la mezcla de alimentacion

Las diferentes cantidades que se usaron de la mezcla 95:5 (p/p) de MD:SP empleada como
material de soporte por cada gramo de soélidos de extracto alimentados se enumeran en la Tabla 4.2.
La fraccion masica de sélidos en el extracto de moringa se determind experimentalmente segun lo
indicado en la secciéon 4.2.9.1. Antes de la preparacion de la mezcla de alimentacion, los extractos
etandlicos de moringa se sacaron del almacenamiento en frio y se dejaron equilibrar con la
temperatura ambiente (25 + 1 °C). Las recomendaciones que fueron descritas por Ogain et al. (2012)
se siguieron para preparar las mezclas de alimentacion. Esto consistié en disolver primero el material
de soporte en agua (80 g en todos los casos) a 25 °C y 150 rpm (radio del orbital: 0.95 cm) en un
agitador orbital durante 20 min, seguido de la adicién directa de esta disolucion al extracto etandlico
de moringa (220 g en todos los casos), lo cual resulté en una precipitacion que se mantuvo en
dispersiébn mediante agitacion magnética durante todo el proceso del SACC para evitar la
sedimentacion. Tanto la preparacién de la mezcla de alimentacion como el experimento de secado se

llevaron a cabo el mismo dia.

TABLA 4.2 Niveles evaluados de las variables del proceso de secado por aspersion en ciclo

cerrado de extractos etandlicos de hojas de Moringa oleifera.

Variables de proceso Niveles evaluados

g de MS por cada g de sélidos de extracto alimentados (g/g) 2 3 4
Temperatura del nitrégeno de entrada (°C) 130 140 150
Temperatura del nitrégeno de salida (°C) 50 60 70

MS: material de soporte.

54

0TI TENET ARV OO RO PO EA0 ATt IO o e e e 671140



) . Tesis doctorales de la Universidad de Cadiz Ejemplar para: uG12715452
N & UC A g”‘éefs,'dad TERMODINAMICA DEL PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTOS SECOS DE MORINGA OLEIFERA Fecha/hora: 11/06/2021 21:27:16
e Ladiz VAZQUEZ LEON, LUCIO ABEL Identificador de réplica:

UCAgb6LW#uceagdj1SjudUcxMjcxNTQ1Mg==

MATERIALES Y METODOS

4.3.5 Secado por aspersion con nitrégeno en ciclo cerrado (SACC) de extractos

etanolicos de hojas de moringa

Para realizar el proceso de SACC se utiliz6 un secador por aspersion a escala laboratorio
(Buchi, Mod. B-290; Flawil, Suiza) (Figura 4.3), el cual funciona bajo el mismo principio de un
atomizador de flujo a co-corriente, esto es, la aspersion de la mezcla de alimentacion y el flujo de gas
de secado ocurren en la misma direccion. El Biichi B-290 se acoplé a una bomba de calor (Bichi,
Mod. B-295; Flawil, Suiza) y un deshumidificador (Buchi, Mod. B-296; Flawil, Suiza), ver la Figura 4.3.
Se uso6 una boquilla de diametro estandar de 0.7 mm y un tapon de rosca de boquilla de 1.5 mm de
diametro. Se usé nitrégeno seco (pureza = 99.0%) como gas de secado. En todos los casos, el flujo
de nitrégeno se mantuvo fijo a 35 mm en el indicador rotametro de gas, lo cual corresponde a 538 Lh™
segn las especificaciones del fabricante. La presién de atomizacion fue de 6x10° Pa. La tasa de
aspiracién se mantuvo al 100% de la capacidad operativa (35 m>h™ de acuerdo a las especificaciones
del fabricante). La temperatura del nitrdgeno de entrada (Tent) y la temperatura del nitrégeno de salida
(Tsal) para el secador se mantuvieron en los valores que se muestran en la Tabla 4.2. Las mezclas de
alimentacion se alimentaron con una bomba peristaltica con caudal variable para controlar la
respectiva Tsal. El tiempo total de secado para cada experimento fue variable dependiendo de las
condiciones de operacion, y el rango de flujo de alimentacion estuvo entre 5.0 y 16.5 g-min™. Los
extractos secos obtenidos se almacenaron en bolsas laminadas selladas al vacio y se mantuvieron a -

32 °C hasta su andlisis.

4.3.6 Determinacion del contenido de humedad de los extractos secos

La fraccién masica de agua de los extractos secos obtenidos se determiné segln lo detallado
en la seccion 4.2.3.1. El contenido de agua se expresd como porcentaje de humedad en base himeda
(% H bh).

4.3.7 Determinacion del rendimiento del proceso de SACC

El rendimiento del proceso de SACC (ns4) se calculé como la relaciéon entre la masa total del
producto recuperado y los soélidos totales de la mezcla de alimentacion, expresandose mediante la

siguiente ecuacion:

Nsa (%) = W =W1)—(W2=W1)Xyep 100 (4.17)

Exg,+Mps

donde E es la masa del extracto etandlico alimentado (g), xz, es la fraccion masica de sdlidos

extraibles del extracto de moringa alimentado, M, es la masa seca del material de soporte (9), Xyep
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es la fraccién masica de humedad del extracto seco de moringa, mientras que W; y W, son el peso (g)

del receptaculo de producto seco antes y después del SACC, respectivamente.

FIGURA 4.3 Secador por aspersiéon BUCHI B-290 (1) acoplado a bomba de calor BUCHI B-295
(2) y deshumidificador BUCHI B-296 (3) alimentado con nitrégeno (4) como gas de secado.

4.3.8 Cuantificacién de compuestos fendélicos por UHPLC

La cuantificacion de los compuestos fendlicos seleccionados como referencia se realiz6 en el
extracto alimentado al secador y en el extracto seco obtenido por SACC, con el fin de evaluar el efecto
de las variables de proceso del SACC sobre las retenciones de compuestos fendlicos. Se extrajeron
muestras de cada uno de los extractos secos de moringa (0.25 g) usando 25 mL de una mezcla 80:20
(v/v) de metanol:agua. Cada muestra se sonicé en un procesador ultrasénico (Hielscher Ultrasonics
Gmb; mod. UP200S; Berlin, Alemania) operado a 200 W y 24 kHz durante 10 min a 30 °C. Todas las
muestras obtenidas a partir del extracto seco, y una alicuota del extracto de moringa alimentado al
secador, se filtraron a través de un filtro de jeringa de nylon de 0.2 ym (Membrane Solutions; Dallas,
EE. UU.) en un vial y se analizaron 3.0 yL de cada muestra mediante un sistema UHPLC (Waters
Corp., ACQUITY™, UHPLC™ H-Class; Milford, MA, EE. UU.) para el andlisis cuantitativo de
compuestos fendlicos. El sistema UHPLC estaba equipado con un sistema de bomba cuaternaria, un
muestreador automatico con control de temperatura ajustado a 15 °C, un horno de columna ajustado a

47 °C para la separacion cromatografica y un detector de matriz de fotodiodos (Waters Corp., PDA-
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100; Milford, MA, EE. UU.). El software Empower3™ (Waters Corp.; Milford, MA, EE. UU.) se uso para
controlar el equipo y para la adquisicion de datos. La columna analitica fue una Waters ACQUITY
UPLC BEH C18 (100 mm de longitud, 2.1 mm de diametro interno, 1.7 um de tamafo de particula). El
detector PDA se establecio en el rango de longitud de onda de 200-400 nm para el escaneo 3D, con
una tasa de recopilacion de datos de 40 pts-s™ para la identificacién de los compuestos. Para las
integraciones de los picos y la cuantificacion de los compuestos, el detector PDA se ajust6 a 260 nm.
Se empled un método cromatogréafico reportado previamente por Ruiz-Rodriguez et al. (2017). La fase
movil fue agua acidificada (acido acético al 2%, disolvente A) y acetonitrilo acidificado (acido acético al
2%, disolvente B), y se usé un flujo de disolvente de 0.6 mLmin™. El gradiente utilizado para la
separacion cromatogréfica fue el siguiente (tiempo, disolvente B): 0 min, 0%; 3.0 min, 5%; 4.0 min,
10%; 4.5 min, 10%; 5.0 min, 20%; 7.0 min, 20%; 8.0 min, 30%; 10.0 min, 30%; seguido de un lavado
de la columna de 5 min con 100% de B. La identificacion de compuestos fendlicos en las muestras se
logré inicialmente comparando los tiempos de retencion y los espectros de absorcion UV-Vis con los
del estandar. Los compuestos fendlicos individuales (quercetina-3-rutinésido y kaempferol-3-
glucésido) se cuantificaron basandose en el area detectada del pico de las muestras frente a sus
respectivas curvas de calibracion del estandar puro (Apéndice C). Todas las determinaciones se

llevaron a cabo por duplicado.

4.3.9 Caélculo de retencion de compuestos fendlicos

Las retenciones de compuestos fendlicos (Rcs,) se calcularon como la relacion entre el
contenido total del compuesto fendlico marcador (Cf;) en los extractos secos de moringa y el

contenido total del Cf; en las mezclas de alimentacion,

mg de Cf; en extracto seco (4 18)

RCfi (%) =

mg de Cf; en lamezcla de alimentacién

4.3.10 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se realizé un disefio factorial 3° para evaluar el efecto del SACC de extractos de hojas secas de
moringa, con dos repeticiones para cada tratamiento evaluado. Las relaciones de sélidos de material
de soporte-sélidos de extracto, y las temperaturas de entrada y de salida del gas de secado
(nitrégeno) se evaluaron en tres niveles (Tabla 4.2). Estas variables, y sus niveles, fueron
seleccionadas considerando aquellas utilizadas en un estudio previo (Vazquez, 2013), en el cual se
obtuvo mayor porcentaje de retencion de fenoles totales (reportados como equivalentes de acido

galico) utilizando maltodextrina DE-10 como material de soporte y mayor rendimiento del proceso con
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silice precipitada. Las variables de respuesta (y;) se ajustaron al siguiente modelo donde se incluyeron

los términos lineales, cuadraticos y de interaccion:

Yi = Bio + BirXin + BizXiz + PizXiz + HBinzXinXiz + BiunaXirXiz + BizzXizXiz + BinaXin? +
Biz2Xi2® + BizsXis® (4.19)

donde g;; son los coeficientes de regresion; x;;, x;; Y x;3 son las variables independientes codificadas;
y; es la variable de respuesta i. Los §;; se calcularon con regresion lineal multivariable. Los términos
significantes (p < 0.05) en el modelo para cada variable de respuesta i fueron determinados por
andlisis de varianza multivariado (MANOVA). Las variables independientes evaluadas fueron la
temperatura de entrada del nitrégeno (Tent, x;;), la temperatura de salida del nitrégeno (Tsal, x;;) y los
g de material de soporte (MS) por g de sélidos de extracto (SE) en la alimentacion (g MS/g SE; x;3).
Las variables de respuestas evaluadas fueron las retenciones de quercetina-3-rutinésido (y;) y
kaempferol-3-glucésido (y,), el rendimiento del proceso (y;) y el contenido de humedad (y,) del

extracto seco de moringa.

4.4  Simulacién del proceso de secado por aspersion en ciclo cerrado de extractos

de moringa

La mayoria de las propiedades utilizadas para la solucién del modelo propuesto por Aguirre-
Alonso (2016) se enumeran en la Tabla 4.3. Dichas propiedades térmicas fueron obtenidas de fuentes
bibliograficas (Palencia et al., 2002; Geankoplis, 2003). Se asumié que los valores de Cp,,, Cpy, Cog ¥
de la difusividad del agua en el interior de las gotas (D,,z) estan en el orden de magnitud de alimentos

en general (Mujumdar, 2006).
Asumiendo una geometria esférica para las gotas generadas en el secador por aspersion, el

area especifica (a) fue relacionada a la fraccion del volumen del gas de secado en el secador (¢) y al
diametro de las gotas (D) por (Geankoplis, 2003):

. 6(1—¢)

5 (4.20)
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TABLA 4.3 Propiedades utilizadas para la soluciéon del modelo mecanicista propuesto por
Aguirre-Alonso (2016).

Propiedad Valor Propiedad Valor
Cp, 1000 J kg™ K™ Dyp 6.67x 10" m*s™
Cpg 1657 J kg* K™ H,, (2 273 K) 2501 x 10° J kg™
Cpy 4185 J kg™t K* ky, 0.03113W m™* K*
Cpe 2832 J kg™t K™ Iy 2.15x10°kgm*s™
CPuv 1800 J kg™ K™* Pp 100 kg m™®
CPow 1608 J kg™ K* € 0.95—0.99

El valor de ¢ se estimé como la relacién entre las fases dispersa y continua en flujos de entrada
volumétricos ((m® de la mezcla de alimentacion)-(m™ de gas de secado)). Debido a que las
trayectorias de las gotas no se conocen, se estimé el valor de € que representara la dinamica del
SACC de extractos de moringa. Como el sistema fue operado en ciclo cerrado, el valor de G, también
fue estimado, se tomd como valor base aquel reportado por Aguirre-Alonso (2016) para SACC de
extractos etandlicos de vainilla: 0.0135 kg-s™.

Para representar las interacciones termodinamicas de los soélidos de la alimentacién se partio de
la isoterma de sorcion utilizada por Palencia et al. (2002) y por Aguirre-Alonso (2016) para la

resolucion de sus modelos, entonces a partir de la ecuacion (2.48) se tiene:
awe = 1 —exp(=1.71Tg° X505 (4.21)

El sistema de ecuaciones propuesto por Aguirre-Alonso (2016) (discutido en la seccion 2.5.3)
fue resuelto por el método de Runge-Kutta de cuarto orden por medio del software de programacién
matematica Matlab. Con fines de validacion y para determinar las condiciones de SACC que
permitieran el menor consumo de energia, los valores de las variables de estado iniciales fueron
aquellos del desarrollo experimental descrito en la seccion 4.3.5, evaluando asi el comportamiento
termodinamico del proceso de SACC de extractos etandlicos de moringa. Con dichos valores de
estado iniciales se resolvio el modelo hasta que se alcanzé el estado estacionario. En estado
estacionario las derivadas de las ecuaciones (2.22) - (2.27) son cero, y por lo tanto, el modelo predice

los valores estables de las variables de salida.

El criterio utilizado para evaluar el ajuste del modelo de SACC en funcion de T,, para la

obtencién de extractos secos de moringa fue el error relativo promedio (Erp) que se describié en la
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ecuacion (4.15). Una vez definidos los valores de ¢ y G, que mejor representaran los datos
experimentales del SACC de extractos de moringa, se realizaron simulaciones con las isotermas de
sorcion generadas para soélidos de extracto de moringa segin lo detallado en la seccion 4.4.1 para

evaluar su efecto sobre la descripcién termodinamica del sistema.

4.4.1 Obtencion de datos de adsorcion de extractos secos de moringa

El modelo mecanicista del SACC propuesto por Aguirre-Alonso (2016), al igual que el modelo
conceptualizado por Palencia et al. (2002), considera que el fenomeno de difusién dentro de las
particulas no gobierna la transferencia de masa y define que la concentracion de agua en la interfase
de ambos lados (fase dispersa y fase continua) esta dado por el equilibrio de masas. Esta relaciéon
termodinamica la representaron con la ecuacion (2.47), donde a,,, esta en funcién del contenido de
agua y etanol del producto (fase dispersa) y la temperatura en la interfase gas de secado-producto. La
funcion que relaciona la a,,. de la fase dispersa con el contenido de agua a una temperatura

determinada, es conocida como isoterma de sorcion (Al-Muhtaseb et al., 2002).

Es evidente que la determinacion de los datos de sorcion del extracto seco de moringa es
necesaria para representar la termodinamica de los solidos de la alimentacion y resolver el modelo de
Aguirre-Alonso (2016). Por ello, a continuacion se describe el desarrollo experimental para la

obtencion de los datos de adsorcion de extractos secos de moringa.

4.4.1.1 Obtencion y preparacion de las muestras

Las muestras utilizadas para la determinacion del comportamiento de adsorcién de agua se
obtuvieron mediante las condiciones de SACC que permitieron obtener las mas altas retenciones de
compuestos fendlicos con cada material de soporte evaluado.

4.4.1.2 Generacion de las isotermas de adsorcion

Se utilizé un equipo AqualLab Vapor Sorption Analyzer (Decagon Devices, Inc., AquaLab VSA,;
Pullman, WA, EE. UU.) para la generacién de las isotermas de adsorcion. Este equipo se operé bajo
el principio del método gravimétrico en un sistema dinamico continuo. Las pruebas se realizaron por

duplicado a temperaturas de 25 y 50 °C.
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4.4.1.3 Representacion matemética de las isotermas de adsorciéon

Existen diferentes modelos matematicos para describir las isotermas de sorciéon de materiales
alimenticios. Los criterios utilizados para seleccionar el modelo de sorcién mas apropiado son el grado
de ajuste a los datos experimentales y la simplicidad del modelo. Kaymak-Ertekin y Sultanoglu (2001)
y Al-Muhtaseb et al. (2002), citan que las ecuaciones de GAB y BET constituyen los modelos mas
representativos y ofrecen una adecuada descripcion del comportamiento de sorcién de la mayoria de
los alimentos. Por ello, ademas del modelo representado en la ecuacion (2.48), estos dos modelos de
isotermas mostrados en las ecuaciones (4.22) y (4.23), fueron propuestos para ajustar los datos de
sorcion experimentales. Los parametros de los modelos fueron estimados a partir de los resultados

experimentales utilizando el andlisis de regresion no lineal, que minimiza la suma residual de

cuadrados.
Ecuacion Brunauer-Emmett-Teller (BET) - Maw (4.22)
(1-ay)(1-ay+Cay)
s . _ MoCKay,
Ecuacion Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) M= T <. d (4.23)

donde C y K son constantes de los modelos de las isotermas de sorcion, a,, es la actividad de agua,
M es el contenido de humedad (kg/kg sélido seco) y M, es el contenido de humedad en la monocapa

(kg/kg solido seco).

El criterio utilizado para evaluar el ajuste de cada modelo fue el error relativo promedio (Erp)

definido en la ecuacién (4.15).

4.5 Estudio de estabilidad del extracto seco de moringa durante su almacenamiento

Una vez definidas las condiciones del SACC de extractos etandlicos de moringa que
permitieron el mayor rendimiento del proceso con la mayor retencion de compuestos fendlicos de
referencia y el menor consumo de energia, se realiz6 el estudio de estabilidad del extracto seco de
moringa obtenido bajo dichas condiciones. La prueba de estabilidad se realiz6 en funciéon de la

evaluacion del contenido de compuestos fendlicos de referencia.

4.5.1 Materiales evaluados y reactivos utilizados

Ademas de las particulas secas de extracto etandlico de moringa en donde se us6 la mezcla
95:5 (p/p) de MD:SP como material de soporte, se decidié evaluar la estabilidad de extractos secos de
moringa utilizando por separado maltodextrina DE-10 (MD) y silice precipitada (SP) como materiales

de soporte (Tabla 4.4), en estos casos las cantidades de material de soporte adicionado corresponden
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a los tratamientos con los cuales se obtuvieron las mayores retenciones de compuestos bioactivos de

referencia y el mayor rendimiento del proceso en el trabajo de Vazquez (2013).

TABLA 4.4 Extractos secos de moringa evaluados en el presente estudio de estabilidad.

Material de soporte (MS) (g de MS)/(g de SE)* Clave de identificacion
Maltodextrina DE-10 (MD) 2.0 MD
Silice precipitada (SP) 0.5 SP
Mezcla 95:5 (p/p) de
MD:SP 3.0 MSP3

*g de material de soporte por cada g de solidos de extracto alimentado.

El yoduro de sodio y el cloruro de sodio fueron adquiridos en VWR CHEMICALS (Llinars del
Vallés, Espafia) y Merck KgaA (Darmstadt, Alemania), respectivamente. El bromuro de sodio, el
fluoruro de potasio, el nitrato de magnesio, el metanol y el acetonitrilo fueron adquiridos en AppliChem
PanReac (Barcelona, Espafa). Todos los disolventes utilizados en este estudio fueron de grado
analitico o grado HPLC, segun el caso. Los estandares de compuestos fendlicos fueron adquiridos en
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.).

4.5.2 Preparacion de las muestras para iniciar las pruebas de estabilidad

Se pesaron 0.25 g de extractos secos de moringa en frascos de vidrio de 20 mL de peso
conocido. Las muestras se pesaron en balanza analitica (Mettler Toledo, Mod. AB204-S; Greifensee,
Suiza). Los frascos con muestras se colocaron en camaras herméticas que contenian soluciones
saturadas de sal para obtener las distintas humedades relativas (HR) de estudio (Tabla 4.5). Las sales
fueron seleccionadas de acuerdo a lo reportado por Greenspan (1977). Las camaras herméticas con
las muestras fueron colocadas dentro de una camara de temperatura controlada (lbercex, Serie F;
Madrid, Espafia). En todos los casos se asumi6 que el equilibrio entre las muestras y la atmoésfera
alrededor fue alcanzado, por lo tanto, la actividad de agua de cada muestra fue considerada igual a la
correspondiente HR/100. El pesado de las muestras, la preparacion de las soluciones saturadas de
sales y la introduccion de las muestras en la camara de temperatura controlada se llevaron a cabo el
mismo dia.
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TABLA 4.5 Atmdésferas modificadas evaluadas durante el presente estudio de estabilidad de
extractos secos de moringa.

Clave del tratamiento Sales Humedad relativa (%) Temperatura (°C)
30-25 Fluoruro de potasio 30.85+1.30
50-25 Nitrato de magnesio 52.89 + 0.22 25
75-25 Cloruro de sodio 75.29+0.12
30-50 Yoduro de sodio 29.21 +0.40
50-50 Bromuro de sodio 50.93 + 0.55 50
75-50 Cloruro de sodio 74.43 £0.19

Los datos de humedad relativa al equilibrio de las soluciones saturadas de sal a 25 y 50 °C se

tomaron de Greenspan (1977).

4.5.3 Cinéticas de estabilidad de extractos secos de moringa

Las muestras se mantuvieron dentro de las camaras herméticas bajo las condiciones de HR y
temperaturas de estudio (Tabla 4.5) y se analizaron a diferentes tiempos. Cada punto de la cinética
corresponde a una muestra destructiva. De acuerdo a la deformacion observada de las particulas del
extracto seco de moringa en pruebas preliminares, se determiné realizar el muestreo de la siguiente
manera: para condiciones drasticas de HR y temperatura (75% HR - 50 °C, 75% HR - 25 °C, 50% HR -
50 °C, 50% HR - 25 °C) el muestreo se realizé diariamente y para las condiciones de 25% HR - 50 °C
y 25% HR - 25 °C los andlisis se realizaron cada 72 horas. La toma de muestras se realizd por
duplicado. En cada muestra se determind el contenido de compuestos fendlicos de referencia. La
toma de muestras se detuvo hasta que las particulas perdieron la caracteristica fisica de extracto seco

de libre flujo.

45.3.1 Preparacion de las muestras para su analisis UHPLC

Para el andlisis UHPLC es necesario reconstituir la muestra generalmente en disolventes
organicos, ademéas de emplear técnicas que permitan la ruptura de las microcapsulas obtenidas
mediante secado por aspersidon para permitir la completa transferencia de los CB al disolvente.
Después de realizar unas pruebas preliminares, se decidi6 emplear una mezcla 80:20 (v/v) de
metanol:agua como disolvente de extraccion. Para obtener el contenido inicial de compuestos
fendlicos de referencia en extractos secos, se pesaron 0.25 g de muestra en tubos Falcén de 50 mL y

se adicionaron 25 mL del disolvente de extraccion. Para las cinéticas de estabilidad, después de pesar
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MATERIALES Y METODOS

cada frasco con muestra para determinar el % H bh, se transfiri6 toda la muestra a tubos Falcén de 50
mL, con 25 mL del disolvente de extraccién se realizaron lavados del frasco de vidrio que contenia la
muestra y se transferian posteriormente al tubo Falcén con la muestra. Ambos tipos de muestras se
sonicaron en un procesador ultrasénico (Hielscher Ultrasonics Gmb; mod. UP200S; Berlin, Alemania)
operado a 200 W y 24 kHz durante 10 min. La temperatura se regulé a 30 °C con una unidad de
refrigeracion (PolyScience, Mod. MX07R-20; Niles, lllinois, EE. UU.). Cada extracto reconstituido
obtenido se filtr6 a través de un filtro de jeringa de nylon de 0.2 ym sobre un vial. Los viales se
mantuvieron en refrigeracion (4 °C) hasta su posterior analisis mediante UHPLC.

4.5.3.2 Cuantificacién de compuestos fenolicos usando UHPLC

La cuantificacion de los compuestos fendlicos seleccionados como referencia se realiz6 seguin

el procedimiento detallado en la seccion 4.3.8.

4.5.4 Andlisis estadistico

Las variables de respuesta (y;) de las cinéticas de estabilidad se ajustaron al siguiente modelo

donde se incluyeron los términos lineales y de interaccion:

Vi = Bioz1 + PioZz + PioZs + BiunX1z1 + PiaX2Zy + PisXsZy + PiiaX1 %221 + PinasX1X3Z1 + PiazXaX3zy +
ﬁi11x1221 + BuX1z7 + PiaX2Zy + PisXsZy + Bir2X1X225 + BinzX1 X325 + PizzXaX3Zy + ﬁi11x1222 +

BirX123 + BiaX223 + BizX323 + BizX1 X223 + Pir3X1 X323 + PizaXpX3z3 + Biy1xf 2 (4.24)

donde B;; son los coeficientes de regresion; x;, x;; Y x;3 son las variables independientes codificadas;
y; es la variable de respuesta i; z,, z, Y z3 son las variables Booleanas que definen los tipos de
materiales de soporte evaluados: MSP3 (z;), MD (z,) y SP (z;), (ver cddigos en la Tabla 4.4). Los S;;
se calcularon por regresion lineal multivariable. Los términos significantes (p < 0.05) en el modelo para
cada variable de respuesta i fueron determinados por analisis de varianza multivariado (MANOVA).
Las variables independientes evaluadas fueron la humedad relativa (HR, x;;), la temperatura de
almacenamiento (x;,) y el tiempo de almacenamiento (x;3). Las variables de respuestas evaluadas
fueron las concentraciones de quercetina-3-rutinésido (y,) y kaempferol-3-glucésido (y,) de los

extractos secos de moringa.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo contemplé el estudio del proceso de obtencién de extractos secos de
moringa, con énfasis en la recoleccion del material vegetal, la extraccion solido-liquido a partir de
hojas de moringa y el secado por aspersion con nitrégeno en ciclo cerrado de extractos alcohdlicos de
moringa. Se evalud el efecto de cada etapa citada sobre la cantidad de compuestos bioactivos

seleccionados como referencia. A continuacion, se discuten los resultados obtenidos.

5.1 Variacién en compuestos bioactivos y actividad antirradical de hojas de Moringa

oleifera: influencia de factores climaticos, edad del arbol y pardmetros del suelo

La Tabla 5.1 muestra los datos climaticos registrados durante el tiempo experimental. Los
resultados del andlisis de suelos realizado en septiembre de 2014 se muestran en la Tabla 5.2. Las
variaciones en los contenidos de compuestos bioactivos de referencia (fenoles totales, acido galico,
acido ascorbico y carotenoides totales) y en la actividad antirradical (ensayos DPPH y ABTS) de
extractos de hojas de moringa de diferentes suelos y fechas de recoleccion se presentan en la Tabla
5.3. Los resultados fueron publicados en una revista indexada (Apéndice D). A fin de no repetir

informacion, a continuacion sélo se realiza la discusion de los resultados obtenidos.

A partir del andlisis estadistico es posible inferir que el contenido de compuestos bioactivos de
referencia (acido galico, compuestos fendlicos totales y, en menor medida, carotenoides totales y
acido ascorbico) esta estrechamente relacionado con la capacidad de capturar los radicales ABTS y
DPPH: a mayor contenido de compuestos bioactivos, mayor actividad antirradical (Tabla 5.3). Este
fenébmeno ha sido ampliamente reportado por otros autores (Moyer et al., 2001; Camire et al., 2002;
Siddhuraju y Becker, 2003; Fazaeli et al., 2012), quienes correlacionaron positivamente el contenido
de compuestos bioactivos antioxidantes obtenidos a partir de diferentes materiales vegetales (Morus
nigra, Vaccinium spp. L., Rubus spp. L., Ribes spp. L. y Moringa oleifera Lam.) con su capacidad de

inhibir radicales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA 5.1 Datos climéaticos y fechas de recoleccion

Moringa oleifera investigado en el presente estudio.

en el sitio de produccion de arboles de

Fecha de recoleccion Junio Julio Septiembre Enero Mayo
2014 2014 2014 2015 2015
Temperatura diaria a a a b a
promedio (°C) 26.71+1.66°|26.83 +1.18%|26.81 + 0.78%|21.52 + 1.86° | 27.41 + 2.37
*Precipitacion acumulada
total (mm) 41.20 897.00 964.80 13.80 25.80
Humedad relativa diaria b a a a b
promedio (% HR) 79.96 + 6.45” | 87.42 + 2.59% | 86.54 + 3.05% | 84.92 + 4.32%|80.64 + 4.58
Radiacion solar diaria a ab ab c b
promedio (kWh-m?-dia™) 6.07 £0.91% | 554 +1.76® | 5.39+ 1.20™ | 2.70 £ 0.98" | 5.04 + 1.54
Radiaciéon UV diaria b b b c a
promedio (kWh-m2-dia™) 3.68+0.78° | 454+ 1.72° | 4.62+1.62° | 0.99+1.35" | 6.64 + 1.87
Altitud 30 msnm
Sitiode ') iitud 19°11'46.19"N
produccion
Longitud 96°20'17.50"0

Los valores de las variables que se muestran en la tabla representan el promedio diario o acumulado*

de 30 dias antes de cada recoleccion. En la misma fila, los valores que comparten letras del alfabeto

no son significativamente diferentes (p < 0.05).

TABLA 5.2 Parametros evaluados en septiembre (2014) de tres tipos de suelos utilizados en el

presente estudio para el cultivo de arboles de Moringa oleifera.

Variables evaluadas A TS dBe suglg C
pH 6.49+0.03" | 6.65+004* | 6.43+0.01°
Capacidad de intercambio catiénico (meqg/100 g) | 26.52 + 0.06° | 25.56 +0.03° | 31.16 +0.04°
Conductividad eléctrica (dS/m) 0.12 +0.01° 0.20 +0.01* | 0.10+0.03"
K (meq/100 g) 0.41+0.01° | 0.21+0.01° 0.21 +0.01°
P (ppm) 16.62 +0.06° | 9.02+0.09° | 3.80+0.04°
NH," (ppm) 65.80 + 0.21* | 61.60 +0.35" | 47.60 + 0.42°
Materia organica (%) 5.47 + 0.07° 5.47 + 0.04% 2.73+0.07°
Arcilla (%) 46.72 +0.11° | 44.72+0.26° | 48.72+0.11°
Limo (%) 23.64+0.17° | 22.64+0.11° | 27.64+0.14
Arena (%) 29.64 +0.20° | 32.64+0.14* | 23.64+0.21°

Los valores son las medias de los duplicados + desviaciones estandar. En la misma fila, los valores

que comparten letras del alfabeto no son significativamente diferentes (p < 0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA 5.3 Variaciones en compuestos bioactivos y actividad antirradical de hojas de Moringa

suelo y cosechadas en diferentes meses.

oleifera cultivadas en tres tipos de

Tipos| |\ s de Edad del Actividad antirradical Fenoles totales | ; .. gélico Acid(? Carotenoides
de | coleccion érpol (9ET/100 g bs) (QEAG/100 g (malg bs) ascorbico totales
suelo (dias) | Ensayo DPPH | Ensayo ABTS bs) (mg/100 g bs) | (mg/100 g bs)
Junio-14 608 4.07 +0.06° | 4.13+0.38°* 3.15 + 0.10° 6.33 + 0.14°¢ 38.35 + 0.53 86.49 + 0.74%
Julio-14 641 4.11 + 0.29° 4.74 +0.38° 2.49 + 0.03° 7.53+0.07%" | 107.68+0.47 | 137.30+2.37%
A | Septiembre-14 706 6.47 + 0.03° 8.54 + 0.15? 4.18 + 0.11* 12.65+0.17% | 142.89 + 0.56° | 132.13 + 1.68°
Enero-15 831 2.51 + 0.08° 2.80 + 0.16° 2.01 +0.03' 9.10 £ 0.71°" | 168.17+5.71 | 93.11 * 3.56%
Mayo-15 949 3.41 +0.07°° | 3.14+0.10° 2.87 +0.10° 9.08 £ 0.59"" | 132.13+0.71° | 65.78 + 5.23%"
Junio-14 458 3.40 £ 0.50°° | 3.25+0.35%"9 | 2.31+0.03° 5.07 + 0.10° 80.76 + 0.94 70.04 + 3.18"
Julio-14 491 3.66 + 0.69°° | 4.29 +0.25% 2.58 + 0.02° 9.46 + 0.39"°" | 143.07 +0.49° | 106.97 + 1.59°
B | Septiembre-14 556 7.63 +0.33% 5.08 + 0.06° 3.67 +0.06° 10.76 £ 0.28%° | 180.47 + 0.76% | 105.01 + 3.27™
Enero-15 681 3.32+0.10° | 3.23+0.01%" | 2.43+0.00° 8.28 + 0.85°° 98.78 + 0.87 51.41 + 5.84'
Mayo-15 799 452 +0.02° | 4.20 +0.65°° 3.74+0.11° 12.93 + 1.10* | 180.87 + 2.68* | 70.18 + 3.50
Junio-14 276 457 +0.25° | 4.26 +0.32% 3.20 + 0.03° 5.32 + 0.28" 71.01 + 0.89 56.80 + 1.12"
Julio-14 309 3.50 £ 0.14*° | 2.69+0.12° 3.08 + 0.01% 557 +0.15% | 140.69+0.84° | 77.92 +1.24°
C | Septiembre-14 374 4.28 + 0.85° 6.69 + 0.25° 3.69 + 0.08° 10.29 + 1.27°° | 190.13 +1.90% | 66.35 + 3.30""
Enero-15 499 3.34+0.04° | 2.97 +0.10" 2.49 + 0.03° 6.71 + 0.42°'9 117.44 + 0.83 92.57 + 0.92¢
Mayo-15 617 4.69 +0.10° | 4.04 +0.05°" | 3.32+0.10° 10.84 + 0.03%° | 138.62 + 0.21°° | 69.42 + 0.88"

Los valores son las medias de los duplicados + desviaciones estandar. En la misma columna, los valores que comparten letras del alfabeto no

son significativamente diferentes (p < 0.05). ET: equivalente de trolox; EAG: equivalente de acido galico; bs: base seca.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.1 Efecto de los factores climéticos y la edad del arbol sobre el contenido de
compuestos bioactivos y la actividad antirradical de extractos de hojas de

Moringa oleifera

El analisis estadistico que se muestra en las Tablas 5.1 y 5.3, confirma que hay diferencias
significativas (p < 0.05) entre las variables analizadas en las diferentes fechas de recoleccién. Los
datos climéticos (Tabla 5.1) muestran que entre junio de 2014 y mayo de 2015 no hay diferencia
significativa (p < 0.05) en los valores de temperatura y humedad relativa. Entre septiembre de 2014 y
mayo de 2015, hay diferencias significativas (p < 0.05) entre los valores de precipitacion, humedad
relativa y radiacion UV. Enero de 2015 difiri6 de todos los demas meses de recoleccién por sus
temperaturas mas bajas, radiacion y precipitacion (Tabla 5.1). A partir de las Tablas 5.1 y 5.3 se
puede resumir el siguiente comportamiento: (1) De junio a julio de 2014, se increment6 la expresiéon de
compuestos bioactivos y la actividad antirradical; también fueron méas altas la precipitacion y la
humedad relativa; pero la temperatura media, la radiacién solar y la radiacion UV se mantuvieron
estables. (2) En septiembre de 2014 se obtuvieron los mayores valores de actividad antirradical,
fenoles totales, acido galico y carotenoides totales, junto con la precipitacion, la humedad relativa y la
radiacion solar mas altas. (3) En enero de 2015 se presentaron los valores menores de todas las
variables evaluadas, a excepcién del acido ascoérbico y la humedad relativa. (4) De enero a mayo de
2015 se registr6 un aumento de la temperatura media, la precipitacion, la radiacion UV vy la radiacion

solar, asi como un aumento de la expresion de compuestos bioactivos y la actividad antirradical.

A partir del analisis estadistico es posible inferir que mientras aumentan la radiacion solar, la
temperatura media, la radiacion UV y la precipitacion, también los valores de compuestos bioactivos y
actividad antirradical en las hojas de moringa aumentan significativamente (Tablas 5.1 y 5.3). Estos
resultados sugieren que temperaturas y radiacion mas altas estresaron los arboles. La exposiciéon de
las plantas al estrés resulta en la generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO). Las ERO
tienden a oxidar varias moléculas celulares como proteinas, acidos nucleicos y lipidos, un proceso que
amenaza la existencia del nacleo celular. Para evitar la acumulacion de estas ERO y mantener su
propia supervivencia, las plantas han desarrollado un intrincado sistema de defensa antioxidante. Este
sistema comprende varias moléculas enzimaticas y no enzimaticas producidas para contrarrestar los
efectos adversos del estrés ambiental (Bartwal et al., 2013). Esta expresién de metabolitos
secundarios antioxidantes permite explicar los resultados en esta investigacion, y es consistente con
otros resultados obtenidos por diferentes autores que correlacionan positivamente el contenido de
compuestos bioactivos con condiciones de estrés ambiental a las cuales las plantas evaluadas
(Plantago lanceolata L., Nepeta cataria L. f. citriodora, Melissa officinalis L., Salvia officinalis L.,
Solanum melongena L., Ananas comosus L. Merr.) fueron sometidas (Tamura y Nishibe, 2002;
Manukyan, 2013; Garcia-Salas et al., 2014; Freitas et al., 2015).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio confirma que las radiaciones solar y UV son factores externos importantes
que afectan la produccién de compuestos bioactivos en las hojas de moringa. Los resultados
mostraron que cuando el nivel de radiacion aumenta, la productividad de fenoles totales y acido gélico
se vio afectada positivamente; y en menor proporcion, los contenidos de acido ascoérbico y
carotenoides totales también se vieron afectados (Tablas 5.1 y 5.3). Al mismo tiempo, y como estéa
relacionado con el contenido de compuestos bioactivos (discutido en la seccion previa), la actividad
antirradical también aumentd. La biosintesis intensiva de ciertos compuestos bioactivos en las plantas
son una parte esencial de la adaptacion de la planta al estrés ambiental, como la radiacion solar y la
radiacion UV (Manukyan, 2013).

Manukyan (2013) informé que el impacto de la radiacion UV en la biosintesis de compuestos
farmacéuticos en plantas medicinales podria describirse como positivo, negativo o neutro
dependiendo del compuesto bioactivo tomado como referencia en la planta estudiada. Por ejemplo,
menciona que dosis intensivas de radiacién UV-B (2.5 kJ-m?.dia™) son favorables para la sintesis de
aceites esenciales en las plantas estudiadas, mientras que la radiacién UV-B a dosis bajas (1 kJ-m’
2.dia™) favorecié el aumento del contenido de polifenoles en el caso de tres especies evaluadas:
Nepeta cataria L. f. citriodora, Melissa officinalis L. y Salvia officinalis L. Se ha informado que ciertos
compuestos flavonoides también pueden funcionar como agentes protectores de las plantas contra la
radiacion intensa, principalmente derivados del kaempferol (Croteau et al., 2000), cuya presencia en
las hojas de moringa ha sido corroborada (Rodriguez-Pérez et al., 2015). Esto explica el aumento de

fenoles totales en las hojas de moringa con la radiacién en la presente investigacion.

El &cido ascérbico y los compuestos fendlicos se consideran los compuestos bioactivos mas
importantes en las hojas de moringa y son los principales responsables de su capacidad antioxidante.
Los resultados de esta investigacion sugieren que la fraccion de acido ascoérbico también esta
relacionada con la intensidad de radiacién: de enero a mayo de 2015 se observo un incremento en el
contenido de acido ascorbico y de radiacion (Tablas 5.1 y 5.3). Crespo et al. (2010) encontraron
resultados similares con el contenido de acido citrico de las fresas siendo influenciado positivamente

por la radiacién y el nimero de horas de sol.

La composicion de carotenoides en las hojas verdes es bastante constante, mientras que en los
frutos se observa una notable variabilidad cualitativa y cuantitativa (Coria-Cayupan et al., 2009). Sin
embargo, diferencias en el contenido de carotenoides en hojas de vegetales son reportadas por
Azevedo-Meleiro y Rodriguez-Amaya (2005), quienes informan que el contenido de carotenoides en la
endibia (Cichorium endivia) y la espinaca de Nueva Zelanda (Tetragonia expansa) fue
significativamente mayor en el verano que en invierno, reflejando los efectos estacionales. En las
plantas, los carotenoides desempefian tres funciones protectoras esenciales en el aparato
fotosintético: el primer papel protector de los carotenoides es su capacidad de extinguir moléculas en

estado triplete y retornarlas al estado basal. La segunda funcién es extinguir la energia de excitacion
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RESULTADOS Y DISCUSION

del oxigeno en estado excitado simple (altamente destructivo), devolviéndolo a su estado triplete
normal. La tercera funcion protectora es la extincién de los centros de reaccion de los fotosistemas
cuando estan sobreexcitados por la radiacion intensa. En este caso, los carotenoides protegen las
hojas de la radiacion excesiva debido a su capacidad para extinguir o disipar la energia de excitacion
de otras moléculas en forma de calor para evitar dafar la célula de la planta (Ramel et al., 2013;
Hongbo et al., 2015). Esto explica los resultados obtenidos en este trabajo: cuando se produjeron
radiaciones solar y UV excesivas durante julio y septiembre de 2014, la sintesis de carotenoides en
las hojas de moringa se incrementé (Tablas 5.1 y 5.3) para proporcionar proteccion contra las ERO
generadas por el estrés causado por las condiciones climéaticas. De esta forma las hojas pueden

continuar con el trabajo fotosintético.

Es posible inferir a través de los datos y el andlisis estadistico mostrados en las Tablas 5.1 y
5.3, que la expresion de metabolitos secundarios aumenta cuando los valores de la temperatura
media y la precipitacion aumentan, lo que indica un posible estado de estrés hidrico en la planta. El
estrés en los arboles de moringa debido a la variacién en las temperaturas medias y la precipitacion
esta relacionado con el transporte nutricional y las caracteristicas fisioldgicas del arbol. Cuando la
temperatura media aumenta, la absorcion de K se modifica y practicamente permanece inmovil, por lo
cual la capacidad funcional de la planta disminuye. Por otro lado, cuando la precipitaciéon y/o la
humedad relativa son altas, la planta reduce la evaporacién del agua a través de las hojas, entonces
las raices no absorben agua a través del suelo y esta accion reduce significativamente la absorcion de
nutrientes que viajan con el agua (Alcantar-Gonzalez y Trejo-Téllez, 2009). Por lo tanto, la expresion
de compuestos bioactivos se veria favorecida por la sinergia entre la temperatura media y la

precipitacion.

Sreelatha y Padma (2009) indican que el contenido de antioxidantes y la actividad antirradical
varian con la etapa de madurez de las hojas de moringa, sus resultados indican que la expresion de
compuestos bioactivos es mas alta en la etapa madura que en la etapa tierna. Por lo tanto, en el
presente estudio se decidié trabajar con hojas de moringa en etapa madura, pero la recoleccion se
llevé a cabo en éarboles de diferentes edades. Los cambios en el contenido de compuestos bioactivos
con respecto a la edad del arbol de moringa no se han reportado anteriormente. Los resultados de
este trabajo sugieren que la expresién de metabolitos secundarios con actividad antirradical fue
independiente de la edad del arbol cuando las hojas de moringa se cosechan en la etapa madura
(Tabla 5.3); las diferencias observadas en la expresion de compuestos bioactivos de hojas de moringa

dependié principalmente de los factores climaticos.
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5.1.2 Efecto de los pardmetros del suelo y la edad del arbol sobre el contenido de
compuestos bioactivos y la actividad antirradical de extractos de hojas de

Moringa oleifera

Como se discutid, los factores climaticos tienen un efecto significativo sobre el contenido de
compuestos bioactivos y la actividad antirradical en las parcelas de moringa evaluadas; sin embargo,
las variaciones en los parametros fisicoquimicos del suelo también pueden afectar el contenido de
compuestos bioactivos en los vegetales (Reimberg et al., 2009). La comprension de la relacion entre
el contenido de compuestos bioactivos, la actividad antirradical y la composicion del suelo puede ser
critica para aumentar la productividad de cultivos de arboles de moringa con un contenido significante
de fitoquimicos para garantizar los efectos sobre la salud humana a través del consumo de sus
productos; por lo tanto, en este estudio se evaluaron tres parcelas de moringa de diferentes edades
cultivados en tres tipos de suelos, a las que se hara referencia en lo sucesivo como A, By C. El
estudio se llevd a cabo en septiembre de 2014 cuando la expresidon de compuestos bioactivos con
actividad antirradical fue mayor (Tabla 5.3). Como las muestras de moringa se cultivaron igualmente
en esta etapa, las diferencias debidas a factores climéaticos se descartan; se supuso que los valores
de las variables estudiadas en las hojas de moringa mostraron cambios atribuidos exclusivamente a
los pardmetros del suelo y la edad del arbol.

En la Tabla 5.3 se confirma que existen diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos con
respecto a las caracteristicas evaluadas en las hojas de moringa cosechadas en septiembre de 2014.
A partir de los datos mostrados en las Tablas 5.2 y 5.3 se puede citar lo siguiente: (1) en el suelo A se
registraron los valores mas altos de materia organica (MO), NH,", P, K, edad del arbol, fenoles totales,
acido galico, carotenoides totales y actividad antirradical (ensayo ABTS); los valores menores de acido
ascorbico, capacidad de intercambio catiénico (CIC), conductividad eléctrica (CE) y pH se registraron
en este suelo. (2) El suelo B presento los valores mas altos de CE, pH, arena, actividad antirradical
(ensayo DPPH) y MO; asi como valores menores de CIC, limo, arcilla y valores medios del resto de
las variables evaluadas. (3) El suelo C tiene los valores menores de edad del arbol, fenoles totales,
actividad antirradical (ensayo DPPH), MO, NH,", P, K, pH y CE, pero tiene los valores mas altos de

limo, arcilla, CIC y acido ascérbico.

En los suelos A y B con mayor contenido de NH,*, MO, P y K con respecto al suelo C (Tabla
5.2), principalmente el contenido de carotenoides totales y la capacidad de capturar radicales libres de
DPPH tienden a aumentar (Tabla 5.3). El P forma parte de los acidos nucleicos, participa en la sintesis
de proteinas y también esta involucrado en todos los procesos metabdlicos de transferencia de
energia. Mientras que el K es el cofactor o activador de mas de 50 enzimas que metabolizan
carbohidratos y proteinas, también participa en el equilibrio iénico y la regulacién osmética (Alcantar-

Gonzélez y Trejo-Téllez, 2009). De acuerdo con la comparacion de los resultados obtenidos del
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andlisis del suelo con la literatura (Alcantar-Gonzalez y Trejo-Téllez, 2009), el suelo A muestra niveles
medios de K y P, mientras que los suelos B y C muestran bajos niveles de estos nutrientes (Tabla
5.2). De acuerdo con esto, es evidente que un déficit en P y K tiene un efecto negativo en el
metabolismo de la planta, y por lo tanto tienen un impacto en el rendimiento del cultivo y en el
contenido de compuestos bioactivos (Alcantar-Gonzélez y Trejo-Téllez, 2009). Este estrés al que la
planta esta sometida por un déficit en P y K, podria explicar la mayor expresion de carotenoides
totales (relacionado principalmente con el contenido de P), fenoles totales (relacionado principalmente
con el contenido de K) y &cido gélico, como resultado de la estrategia de defensa de los arboles de

moringa, al menos en el rango evaluado.

De acuerdo con la NOM-021-SEMARNAT-2000 (Norma-Oficial-Mexicana, 2002), los valores de
MO y NH," de los suelos evaluados (Tabla 5.2) se encontraron en niveles de fertilidad media (suelo C)
y alta (suelos A y B). Algunos autores informan que los contenidos de NH," y de MO se correlacionan
positivamente con la productividad de los cultivos porque participan en todas las reacciones
enzimaticas y procesos metabdlicos (sintesis de proteinas, respiracion, fotosintesis) (Alcantar-
Gonzélez y Trejo-Téllez, 2009; Coria-Cayupan et al., 2009). A partir del analisis estadistico mostrado
en las Tablas 5.2 y 5.3, se puede inferir que los altos niveles de MO y NH," de los suelos evaluados
no son completamente adecuados para la sintesis de compuestos fendlicos, pero si para la expresion
de carotenoides totales. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Chludil et al. (2008),
quienes reportaron que en suelos deteriorados se incrementd el contenido de flavonoides en quinoa
(Chenopodium album), en particular los compuestos derivados de quercetina y kaempferol. Coria-
Cayupan et al. (2009) informaron un comportamiento similar en muestras de lechuga (Lactuca sativa
L.) cultivadas en suelos con diferentes tratamientos de fertilizacion; informan que el nitrégeno en el
suelo afecta adversamente la sintesis de compuestos fendlicos, ademas, sus resultados muestran que
el contenido de carotenoides en la lechuga fue mayor en todos los suelos fertilizados que en el suelo
no tratado; concluyeron que la biosintesis de carotenoides depende basicamente del suministro de

nitrégeno.

Con respecto a la edad del &rbol, los resultados muestran que cuando aumenta la edad del
arbol, aumenta el contenido de carotenoides (ver en la Tabla 5.3 los valores de estas variables
analizadas en muestras cosechadas en septiembre de 2014). En este contexto, Azevedo-Meleiro y
Rodriguez-Amaya (2005) también informaron una dependencia entre los niveles de carotenoides con
la madurez de la escarola (Cichorium endivia) y la lechuga (Lactuca sativa), sus resultados muestran
que la concentracion de carotenoides era de dos a cuatro veces mayor en las hojas maduras en
comparacioén con las hojas tiernas. La maduracion en frutas y verduras generalmente va acompafiada

de un aumento en la carotenogénesis, este fendmeno se ha atribuido a una regulacion positiva de la
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expresion génica de los carotenoides con la maduracion (Azevedo-Meleiro y Rodriguez-Amaya, 2005;
Campbell et al., 2013). Una ruta similar podria explicar los resultados obtenidos en el presente trabajo,
considerando que las hojas de moringa se recolectaron como hojas maduras pero en arboles de

diferentes edades.

Hallazgos opuestos se mostraron para el contenido de acido ascoérbico de las hojas de moringa.
El contenido de acido ascorbico es predominante en el desarrollo inicial del arbol, pero disminuye con
el aumento de la edad del arbol (ver en la Tabla 5.3 los valores de estas variables analizadas en
muestras cosechadas en septiembre de 2014). Se reporta que el contenido de acido L-ascérbico en
las plantas cambia con la luz, la hora de recoleccion, la edad, el tejido vegetal y el compartimento
celular. Teéricamente, todos estos cambios deberian explicarse por el funcionamiento de una red
metabdlica completa de biosintesis, catabolismo y reciclaje de acido L-ascoérbico (Valpuesta y Botella,
2004). La literatura informa que el acido ascorbico se sintetiza rapidamente durante la germinacion de
la semilla (Loewus, 1999) y la division celular (Davey et al., 2000), y continlGa produciéndose en
regiones de crecimiento activo durante toda la vida de la planta. Sin embargo, se podria argumentar
que en ciertos tejidos y/o 6rganos de plantas como las hojas, la degradacion metabdlica del acido
ascorbico no puede mantener el ritmo de la biosintesis, o las actividades enziméticas clave para tales
procesos se pierden o se inhiben (Loewus, 1999). Por ejemplo, los estudios sobre el centro quiescente
de la raiz de maiz, que comprende células que no se dividen, han demostrado que contiene altos
niveles de ascorbato oxidasa y esto se correlaciona con niveles bajos o indetectables de &cido L-
ascorbico (Davey et al., 2000). Es evidente que la ruta biosintética del acido L-ascoérbico en las plantas

es muy compleja y dependiente del desarrollo del arbol.

Como se muestra en la Tabla 5.2. los valores de pH oscilaron entre 6.43 y 6.65. Estos valores
de pH son aceptables para el correcto desarrollo de las plantas porque en este rango la solubilidad de
la mayoria de los nutrientes en el suelo es apropiada para facilitar su absorciéon por las plantas
(Alcantar-Gonzalez y Trejo-Téllez, 2009; Coria-Cayupan et al., 2009). La CE expresa la concentracion
de sales solubles totales en el suelo (sodio, magnesio, calcio, cloruro, sulfato y bicarbonato
principalmente), que en altas concentraciones (> 45 mEq-L?, es decir: valores de CE > 4 dS-m'l)
podrian causar marchitamiento y muerte de la planta. Las condiciones salinas suprimen el crecimiento
de las plantas porque los iones sodio y cloruro reducen la disponibilidad de agua debido a la alta
presion osmética del medio externo y restringen la disponibilidad, movilidad y transporte de iones de
potasio y calcio a las partes en crecimiento de las plantas, afectando la calidad de los érganos tanto
vegetativos como reproductivos y, en consecuencia, reduce el rendimiento y la calidad del cultivo
(Coria-Cayupan et al., 2009). Alcantar-Gonzalez y Trejo-Téllez (2009) informan que los valores de CE
entre 0 y 2 dS-m™ corresponden a concentraciones de sal de entre 0 y 20 meq-L™; en este rango, el

efecto sobre el cultivo se considera insignificante.

73

mirm 867140



) . Tesis doctorales de la Universidad de Cadiz Ejemplar para: uG12715452
N & UC A g”‘éefs,'dad TERMODINAMICA DEL PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTOS SECOS DE MORINGA OLEIFERA Fecha/hora: 11/06/2021 21:27:16
e Ladiz VAZQUEZ LEON, LUCIO ABEL Identificador de réplica:

UCAgb6LW#uceagdj1SjudUcxMjcxNTQ1Mg==

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 5.2, los valores de CE en los suelos
evaluados fueron inferiores a 0.2 dS-m™. Por lo tanto, estos suelos se consideran adecuados para
practicas de cultivo. La CIC indica la capacidad de un suelo para retener y liberar iones positivos, y se
correlaciona positivamente con el contenido de arcilla del suelo, lo cual es consistente con nuestros
resultados (Tabla 5.2). Los valores de CIC de los suelos evaluados oscilaron entre 25.56 meq-100 g™
y 31.16 meq-100 g* (Tabla 5.2), valores tipicos de suelos arcillosos. Estos suelos tienen la
caracteristica de retener adecuadamente los nutrientes, por lo cual se mantiene la disponibilidad de
nutrientes del suelo para que la planta pueda usarlos (Alcantar-Gonzélez y Trejo-Téllez, 2009). Dado
lo anterior, se puede argumentar que el pH, la CE, la CIC y el contenido de arcilla de los suelos
evaluados se encuentran dentro de niveles que permiten que los nutrientes esenciales sean

absorbidos por las raices de las plantas para permitir su desarrollo.

Esta claro que se requieren mas estudios bajo condiciones controladas para evaluar el efecto
de los parametros del suelo sobre la expresion de compuestos bioactivos y la actividad antirradical de
hojas de moringa que ayudaria a los investigadores y productores agricolas a entender cémo la
sintesis de metabolitos secundarios bioactivos podria mejorarse en los cultivos de moringa. Los
resultados de este trabajo permiten ampliar la perspectiva para el cultivo eficiente de arboles de
moringa en regiones tropicales y subtropicales. Para la siguiente etapa del proyecto, se decidi6
trabajar con hojas cosechadas en el suelo A, el cual permitié la mayor expresion de fenoles totales. La
recoleccion se realizé en el mes de septiembre de 2015 cuando las condiciones climéaticas permitieron
los mayores valores de actividad antirradical, fenoles totales y carotenoides totales.

5.2 Optimizacion de la extraccién por lote en etapas multiples a contracorriente de
compuestos fenodlicos de hojas de Moringa oleifera utilizando un modelo
mecanicista

Debido al creciente interés en la obtencién de compuestos bioactivos a partir de plantas, es
necesaria una mejor comprension del equilibrio entre las fases de los compuestos bioactivos y su
papel en el disefio del proceso de extraccion. En el presente proyecto se decidid resolver
numéricamente el modelo tedrico conceptualizado por Castillo-Santos et al. (2016) para definir el
ndmero de etapas y la cantidad de disolvente requeridos para producir el maximo rendimiento de
extraccion con la maxima concentracion de extracto. El modelo considera una mezcla de etanol:agua
80:20 (p/p) como disolvente, y dos relaciones de equilibrio necesarias para la descripcion del sistema:
ecuaciones (2.13)-(2.14). A continuacion se presentan los resultados obtenidos.
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5.2.1 Composicioén inicial de la alimentacion

La mayoria de los trabajos en extraccion soélido-liquido informan el rendimiento (n) en funcion de
la fraccion masica de solidos totales en la alimentacion (xg,,), ver ejemplos en las referencias de la
Tabla 2.2. Sin embargo, esta presente una fraccion masica de sélidos no extraibles en la alimentacion
(xr,), por lo tanto, si el n se calcula en funcion de x,, se realizara una subestimacion de este valor.
Una caracterizacion completa de la alimentacion en el campo de la extraccion sélido-liquido implica la
evaluacion de la fraccion masica de sélidos no extraibles (xg,), fraccion masica de sdlidos extraibles
(x,) y fraccion masica de agua (xg). La caracterizacion experimental de las hojas de moringa
utilizadas para la extraccion con etanol al 80% (p/p) en agua se detalla en la Tabla 5.4. Los valores de
los componentes se representan como fracciones masica porque el modelo conceptualizado por
Castillo-Santos et al. (2016) es un modelo mecanicista expresado en términos de balances de masa
cuando se ha alcanzado el equilibrio. Los resultados indican que xz > xp, para hojas de moringa
(Tabla 5.4). Los materiales vegetales contienen generalmente sélo una pequefia cantidad de
compuestos activos, pero la mayoria de las veces con un alto valor agregado que justifica el desarrollo
de procesos de separacion de alto rendimiento (Romdhane y Gourdon, 2002), por ejemplo, el uso de
EMC. En general, ambas fracciones (xg, Y xg,) son componentes clave para definir ecuaciones en el

modelo de Castillo-Santos et al. (2016): x, es necesario para definir M y x, para calcular el .

TABLA 5.4 Caracterizacion de las hojas de moringa.

Componente Hojas secas trituradas Hojas secas enteras
Solidos no extraibles (x,) 0.555 + 0.001 0.579 £ 0.008
Solidos extraibles (xg,) 0.391 £ 0.001 0.368 + 0.008
Agua (xp,) 0.054 + 0.001 0.053 + 0.002

Los valores son las medias * desviaciones estandar (n = 3).

5.2.2 Determinacion experimental de los parametros de equilibrio

El estudio de procesos de extraccion solido-liquido requiere un conocimiento exacto de las
fases en equilibrio. A partir de cinéticas de extraccion a diferentes proporciones
alimentacion:disolvente es posible determinar el tiempo de equilibrio y entonces realizar la
determinacion de los parametros de equilibrio. El tiempo para alcanzar el equilibrio entre las fases se
estimé en 150 minutos cuando las hojas trituradas (HT) de moringa se usaron como F a diferentes

proporciones en el proceso de extraccion a 35 °C (Figura 5.1). Cuando se represento xg, versus M
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(Figura 5.2), se observ6 que la solucién retenida especifica es constante en un valor de M = 6.86 (kg
de solucion retenida)/(kg de solidos no extraibles) + 0.19, al menos en las proporciones (g
alimentacién)/(g disolvente) de estudio. En otras palabras, independientemente de las
concentraciones de productos obtenidas, la misma cantidad de extracto se retiene en el material
vegetal después de la separacion de fases. Por lo tanto, se puede considerar que este valor no
cambiard de una etapa a otra. Sin embargo, este valor de M es mas alto que el obtenido por Castillo-
Santos et al. (2016) quienes estudiaron el proceso de extraccion sélido-liquido a contracorriente de
vainilla: M = 2.8 (kg de solucion retenida)/(kg de sélidos no extraibles) + 0.2. Comparando ambos
resultados es posible inferir que la eficiencia de separacion de la fase liquida de la fase soélida por
sedimentacion por gravedad y decantacion se vio afectada por las caracteristicas fisicas del material
vegetal, en particular por el tamafio de las particulas. Las vainas de vainilla se cortaron en pedazos de
1 cm y las hojas de moringa se trituraron y tamizaron para lograr un tamafo de particula estandar
comprendido entre 0.59 mm y 0.22 mm. Por lo tanto, independientemente de su naturaleza, es posible
inferir que las piezas de vainilla estaban lo suficientemente separadas para que su sedimentacion se
llevara a cabo libremente (Perry et al., 1984), y por lo tanto la separacién de fases por decantacion se
realiz6 facilmente. Es importante sefialar que la extraccién soélido-liquido es sélo una de las
operaciones unitarias en un proceso de separacion y que la separacion de fases depende en gran
medida de como se obtuvo el extracto. Para demostrar que el tamafio de las particulas afecto la
eficacia de la separacion, y por lo tanto el valor de M, se realizaron cinéticas de extraccion con hojas

enteras (HE) de moringa.

Una diferencia importante cuando se usaron HE como F fue la cantidad de disolvente minima
requerida para cubrir totalmente las muestras. Una relaciéon de 0.10 (g alimentacién)/(g disolvente) no
fue factible y por lo tanto fue reemplazada por 0.04 (g alimentacién)/(g disolvente) en el conjunto
experimental. El valor de M disminuy6 significativamente (p < 0.05) a 5.68 (kg de solucion
retenida)/(kg de solidos no extraibles) + 0.21 cuando se usaron HE como F a diferentes proporciones
en el proceso de extraccion a 35 °C (Figura 5.2 y Tabla 5.5). Sin embargo, el tiempo requerido para
alcanzar la concentracion de equilibrio en el extracto fue de 240 minutos (Figura 5.3). Es evidente que
los tamafios de las particulas deben ser adecuados para garantizar la eficacia de la difusion, pero no
deben ser tan pequefios como para aumentar M. Ademas de la reduccién del tamafio de particula, un
incremento de la temperatura de operacion reduce el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio entre
ambas fases (Aguilera, 2003; Vetal et al., 2012; Wijngaard et al., 2012) porque las temperaturas mas
altas generalmente implican: i) un aumento en la capacidad de los disolventes para solubilizar solutos,
i) un aumento en las velocidades de difusion, iii) una mejor disrupcion de los enlaces soluto-matriz, iv)
una disminucion de la viscosidad del disolvente y v) una disminucién de la tension superficial (Richter
et al., 1996; Wijngaard et al., 2012). Bajo estas consideraciones, se seleccioné una temperatura de 55

°C para repetir la cinética de extracciéon con HE.
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FIGURA 5.1 Evolucion de la fraccion masica de sélidos extraibles en el extracto (xg,) (A) y en el
refinado (xz,) (B). Alimentacion: hojas trituradas de moringa. Proporciones (g muestra)/(g

disolvente): 0.02 ([J, 0.03 (+) y 0.10 (O). Disolvente: etanol:agua 80:20 (p/p). Temperatura: 35 °C.

Los valores por duplicado estan representados en las figuras.
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FIGURA 5.2 Solucion retenida especifica (kg de solucién retenida por kg de soélidos no
extraibles: M) obtenida experimentalmente para extractos de moringa usando diferentes
proporciones (g muestra)/(g disolvente). Alimentacion - temperatura de operacion: hojas
trituradas - 35 °C (0J, hojas enteras - 35 °C (+) y hojas enteras - 55 °C (O). Disolvente:

etanol:agua 80:20 (p/p). Los valores por duplicado estan representados en la figura.
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TABLA 5.5 Comparaciéon entre los valores de M obtenidos experimentalmente en el presente

trabajo.
Muestras Hojas secas trituradas | Hojas secas enteras | Hojas secas enteras
M* 6.86 + 0.19° 5.68 + 0.21° 5.75 + 0.30"
Temperatura (°C) 35 35 55
Tiempo de equilibrio (min) 150 240 120

*(kg de solucién retenida)/(kg de sélidos no extraibles). Los valores son las medias *+ desviaciones

estandar (n = 2). Valores que no comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.05).
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FIGURA 5.3 Evolucion de la fraccion mésica de sélidos extraibles en el extracto (xg,) (A) y en el

refinado (xz,) (B). Alimentacion: hojas enteras de moringa. Proporciones (g muestra)/(g
disolvente): 0.02 ([J, 0.03 (+) y 0.04 (O). Disolvente: etanol:agua 80:20 (p/p). Temperatura: 35 °C.

Los valores por duplicado estan representados en las figuras.

Cuando se utilizaron HE como F en diferentes proporciones en el proceso de extraccion a 55

°C, el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio entre ambas fases fue de 120 min (Figura 5.4) y M

fue constante en un valor de 5.75 (kg de solucién retenida)/(kg de sélidos no extraibles) + 0.30 (Figura

5.2) y no fue significativamente diferente (p < 0.05) al valor de M previamente estimado a 35 °C para

HE (Tabla 5.5).
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FIGURA 5.4 Evolucion de la fraccion mésica de sélidos extraibles en el extracto (xg,) (A) y en el
refinado (xgz,) (B). Alimentacion: hojas enteras de moringa. Proporciones (g muestra)/(g
disolvente): 0.02 ([J, 0.03 (+) y 0.04 (O). Disolvente: etanol:agua 80:20 (p/p). Temperatura: 55 °C.
Los valores por duplicado estan representados en las figuras.

Las concentraciones de equilibrio obtenidas por duplicado en ambas fases a diferentes
relaciones (g alimentacion)/(g disolvente) mostraron el comportamiento lineal representado en la
Figura 5.5 cuando se usaron HT y HE como F a 35 y 55 °C. Este comportamiento lineal confirma la
Ec. (2.1), por lo tanto, las pendientes de las relaciones lineales son las relaciones de equilibrio
termodinamico entre las fases (K,,). Los valores de las pendientes se calcularon mediante regresion
lineal sin interseccion (seccién 4.2.4.1). Cuando se utilizaron HE como F a 35 °C, se observé una
dispersién en las concentraciones obtenidas con diferentes proporciones de (g alimentacion)/(g de
disolvente) (Figura 5.3), esto se debe a que se asumio que los valores de xz, (Tabla 5.4) fueron
iguales en cada F, lo que es necesario porque las muestras para la extraccion exhaustiva fueron

diferentes de las utilizadas para las cinéticas de extraccion.

79

0TI TENET ARV OO RO PO EA0 ATt IO o e e e 921140



. . Tesis doctorales de la Universidad de Cadiz Ejemplar para: uG12715452
N & UC A g”‘éefs,'dad TERMODINAMICA DEL PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTOS SECOS DE MORINGA OLEIFERA Fecha/hora: 11/06/2021 21:27:16
e Ladiz VAZQUEZ LEON, LUCIO ABEL Identificador de réplica:

UCAgb6LW#uceagdj1SjudUcxMjcxNTQ1Mg==

RESULTADOS Y DISCUSION

0.030
0.025 1 ‘o
0020 1 Xe, = 0.07%,
XEz 0.015 + /
Xg, = 0.08x02 (@]
0.010 + D/( v .
0.005 } of o+
Xg, = 0.06Xo,
0.000 + + +
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
Xo,

FIGURA 5.5 Relacion de equilibrio termodinamico (K,,) obtenida experimentalmente para
extractos de moringa usando diferentes proporciones (g alimentacion)/(g disolvente).
Alimentacion - temperatura de operacion: hojas trituradas - 35 °C (0), hojas enteras - 35 °C (+) y
hojas enteras - 55 °C (O). Disolvente: etanol:agua 80:20 (p/p). Los valores por duplicado estan
representados en la figura.

5.2.3 Resultados de la simulacién de extraccion por lote en etapas multiples a

contracorriente (EMC) de hojas de moringa

Teniendo en cuenta la composicion inicial de la alimentacion y los parametros de equilibrio
obtenidos experimentalmente de las cinéticas de extraccion sélido-liquido en una sola etapa de las
hojas secas de moringa, el modelo mecanicista conceptualizado por (Castillo-Santos et al., 2016) se
resolvié para definir el n en cada etapa de extraccion j, los valores obtenidos se muestran en la Figura
5.6. Cuando se us6 HE como F a 35 y 55 °C, se obtuvo un valor de n alrededor del 95% con tres
etapas, la diferencia entre ambos procesos radica en el tiempo necesario para que cada sistema
alcance el equilibrio en cada etapa j (Tabla 5.5). Mientras que una etapa mas debe ser necesaria para
alcanzar el mismo valor de n si se utiliza HT como F a 35 °C (Figura 5.6). Por esta razén, es

importante considerar estrategias para disminuir el valor de M.
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FIGURA 5.6 Simulacion de extracciones por lote en etapas multiples a contracorriente de hojas
secas de moringa. Alimentacion — temperatura de operacién: hojas trituradas - 35 °C (=),
hojas enteras - 35 °C (===)y hojas enteras - 50 °C (===). Disolvente: etanol:agua 80:20 (p/p).

5.2.4 Resultados experimentales de extraccion por lote en etapas multiples a
contracorriente (EMC) de hojas de moringa

Para validar el modelo mecanicista, se decidi6 trabajar con HE como F a 35 y 55 °C porque sélo
se necesitan 3 etapas para alcanzar el 95% de 7. Los valores de S para cada etapa j se calcularon a
partir del modelo mecanicista propuesto por Castillo-Santos et al. (2016), los resultados obtenidos se
muestran en las Tablas 5.6 y 5.7 para 35 y 55 °C, respectivamente. Se observd un buen ajuste entre
los valores experimentales y predichos de n. De hecho, el error relativo promedio (Erp) fue inferior al
10% para ambos sistemas evaluados (Tablas 5.6 y 5.7). Como se trata de una prediccion pura, es
decir sin ajustes, la descripcién del sistema etanol-agua-moringa se considerd aceptable utilizando el
modelo desarrollado por Castillo-Santos et al. (2016) y los parametros de equilibrio determinados

experimentalmente en el presente trabajo para la extraccion de hojas de moringa.
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TABLA 5.6 Variables de proceso para extraccion a 35 °C por lote en etapas multiples a
contracorriente de hojas de moringa. Alimentacién: 1 kg de hojas enteras. Disolvente:

etanol:agua 80:20 (p/p). Concentracion de extracto final xg;, = 0.011.

. n (%)
S; (k ** (9
Etapas j j (ko) Ey (ko) Predichos |Experimentales* Erp™ (%)
20.0 17.00 52.77 54.26 + 2.442 431
2 30.5 27.60 85.50 89.03 +0.68" 3.96
3 33.6 30.72 95.16 98.50 + 0.09° 3.39

*Los valores son las medias + desviaciones estandar (n = 2).
**Error relativo promedio.

Valores que no comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

TABLA 5.7 Variables de proceso para extraccion a 55 °C por lote en etapas mdultiples a
contracorriente de hojas de moringa. Alimentacién: 1 kg de hojas enteras. Disolvente:

etanol:agua 80:20 (p/p). Concentracion de extracto final xg;, = 0.013.

. n (%)
S; (k ** (O
Etapas j i (ka) Ey (k) Predichos |Experimentales* Erp™ (%)
1 20.0 16.98 58.73 63.61 + 2.332 7.59
2 28.6 25.69 88.64 91.43 + 2.24° 3.01
3 30.9 27.98 96.56 97.10 + 1.76° 1.18

*Los valores son las medias + desviaciones estandar (n = 2).
**Error relativo promedio.

Valores que no comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

En el campo de la extracciéon de compuestos bioactivos, la temperatura de operacion es una
variable importante porque la mayoria de los componentes quimicos de las plantas son sensibles al
calor y la estabilidad de los compuestos bioactivos puede verse afectada (Vetal et al., 2012). Por lo
tanto, se decidi6 evaluar en cada etapa j el contenido de fenoles totales y la actividad antirradical
(mediante ensayos DPPH y ABTS) en ambos sistemas (35 y 55 °C). Los resultados obtenidos
mostraron que no hay evidencia estadistica que indique la degradacion de fenoles totales y la
actividad antirradical en cada etapa a 35 o0 55 °C (Tabla 5.8). Se ha reportado que un amplio rango de

temperaturas de operacion (35-100 °C) es adecuado para la extraccion de fenoles a partir de
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productos de origen vegetal. Sin embargo, la mayoria de los autores informan que las temperaturas
entre 40 y 60 °C son las 6ptimas para evitar la posible degradacion de compuestos fendlicos y
alcanzar el méaximo rendimiento (Wijngaard et al., 2012). Por lo tanto, se seleccion6 55 °C como
temperatura de operacion y, ademas, el tiempo requerido por cada etapa para alcanzar el equilibrio

entre ambas fases a esta temperatura es menor que el de otros sistemas evaluados (Tabla 5.5).

TABLA 5.8 Comparacion del contenido de fenoles totales y la actividad antirradical en las

etapas de extraccion a diferentes temperaturas de operacion.

Temperatura | Etapa | Fenoles totales Acti\zirngE?_?éiLr:)dical

C) J (Mo Ensayo DPPH Ensayo ABTS
1 88.12 £ 5.152 120.23 £+ 7.612 116.74 + 15.162

35 2 78.61 + 4.972 113.56 +1.192 106.33 £ 9.712
3 80.93 +3.732 119.69 + 6.842 105.01 + 1.692
1 78.29 £1.792 118.54 + 7.132 98.28 + 4.00°

55 2 86.06 + 4.962 119.23 + 4.362 103.84 + 4.992
3 81.28 +1.412 118.80 + 1.672 100.29 + 3.64°

Los valores son las medias + desviaciones estandar (n = 3).

En la misma columna, valores que no comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

Alimentacion: hojas enteras de moringa. Disolvente: etanol:agua 80:20 (p/p).

TABLA 5.9 Comparacion de las variables evaluadas a diferentes tiempos de contacto durante la
extraccion Soxhlet de hojas de moringa.

Tiempo % Fenoles totales Acti\Eirgng?_r/girbr:)dical
) n 0 (mg EAGIg bs) Ensayo DPPH Ensayo ABTS
2 74.40 +£0.85° | 129.25 + 5.202 121.67 +3.732 125.99 +1.372
3 90.05 + 0.33" | 133.69 + 0.522 114.76 + 1.062 124.96 + 6.432
4 95.65+0.17* | 139.03 +5.842 96.01 + 3.95" 97.57 +8.35"

Los valores son las medias + desviaciones estandar (n = 3).

En la misma columna, valores que no comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

Alimentacion: hojas enteras de moringa. Disolvente: etanol:agua 80:20 (p/p). Temperatura de

operacion: 81 °C.
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5.2.5 Extraccion Soxhlet (ES) de hojas de moringa

La extracciébn de compuestos bioactivos a partir de materiales vegetales puede realizarse
mediante diversos procedimientos de extraccidon, pero en un nimero sustancial de informes
cientificos, la ES todavia se considera como uno de los métodos de referencia para comparar la
eficacia de metodologia recientemente desarrollada (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998; Wang y
Weller, 2006; Azmir et al., 2013). En el presente trabajo, se decidi6 evaluar el efecto de la ES a
diferentes tiempos de contacto sobre el n, el contenido de fenoles totales y la actividad antirradical
(ensayos DPPH y ABTS) de extractos de HE usando etanol al 80% (p/p) en agua como disolvente.
Basado en los resultados obtenidos con ES, el n de extraccion fue mayor (95.65 + 0.17%) con una
operacion de 4 h (Tabla 5.9), por lo que para la extraccion exhaustiva puede ser necesario s6lo 5 h, y
no una operaciéon de 20 h como informd Vongsak et al. (2013). Estos autores obtuvieron valores de
rendimiento de 34 a 36% (% de peso seco) usando etanol al 50 y 70% en agua como disolvente
(Tabla 2.2). Es importante sefialar que estos valores de rendimiento son similares a xg, obtenidos en
el presente trabajo (Tabla 5.4), por lo que pueden corresponder a una extraccion exhaustiva obtenida

por ES de sus muestras de moringa.

El contenido de fenoles totales fue similar en cada tiempo de contacto evaluado durante ES. Sin
embargo, la actividad antirradical disminuyd significativamente (p < 0.05) en la operacion de 4 h (Tabla
5.9). Estos resultados sugieren una degradacion de compuestos bioactivos con actividad antirradical
en el extracto. Cabe sefialar que la ES so6lo funciona en los puntos de ebullicién de los disolventes, y
la temperatura alcanzada en el presente trabajo fue de 81 °C. Por lo tanto, los solidos extraibles
permanecieron en el matraz receptor a esta temperatura. Es posible que tiempos de operacién mas
largos en ES permitan una extraccién més completa del material vegetal, pero no se puede ignorar la
descomposicion térmica de los compuestos bioactivos (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998; Wang
y Weller, 2006). Para asegurar un alto rendimiento (90.05 * 0.33%) sin disminuir la actividad
antirradical de los extractos de moringa, una ES de 3 h es suficiente bajo las condiciones estudiadas

en el presente trabajo (Tabla 5.9).

5.2.6 Extraccioén asistida por ultrasonido (EAU) de hojas de moringa

Con respecto a tecnologias emergentes, hay varios trabajos que utilizan la EAU para la
extraccion de compuestos bioactivos a partir de materiales vegetales (Vinatoru, 2001; Wijngaard et al.,
2012; Azmir et al., 2013), habiéndose utilizado como una alternativa a la maceraciéon convencional y la
extraccion Soxhlet (Wang y Weller, 2006; Ahmad-Qasem et al.,, 2013). En el presente trabajo, se
estudié el efecto de la EAU a 55 °C sobre el n, el contenido de fenoles totales y la actividad

antirradical (ensayos DPPH y ABTS) de extractos de HE de moringa usando etanol:agua 80:20 (p/p)
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como S. La relacién de alimentacion:disolvente se investigd en el rango de 0.02-0.04 g/g. En general,
antes de alcanzar el equilibrio entre ambas fases, el rendimiento de extraccion incrementa al aumentar
el tiempo de extraccion. Los resultados mostraron que el rendimiento no es significativamente
diferente (p < 0.05) a través del tiempo (20-60 min) para cada relacion evaluada (Tabla 5.10). Esto
sugiere que la EAU permite la extraccion eficiente de sélidos de HE desde los primeros minutos, de
hecho después de 30 min, el rendimiento de extraccion aumenté lentamente en las condiciones
evaluadas (Tabla 5.10). Dong et al. (2010) y Zhao et al. (2007) obtuvieron resultados similares y
sostienen que el rendimiento de extraccion aumenta rapidamente dentro de los primeros 25-30 min.

Junto con el aumento del tiempo de extraccion, todas las células de la planta estan
completamente agrietadas por efecto de la cavitacién acustica, por lo que algunas impurezas como
sustancias insolubles o inertes pueden transferirse al extracto (Dong et al., 2010) y consecuentemente
pueden ser una fracciéon importante de los sélidos transferidos al extracto. Esto puede explicar la
disminucion del contenido de fenoles totales observado en todas las relaciones evaluadas (Tabla
5.10), es decir, probablemente se esté produciendo un efecto de diluciéon debido a la presencia

significativa de otros sélidos.

También se observé una disminucion de la actividad antirradical durante el tiempo de
extraccion. Annegowda et al. (2010) evaluaron la influencia de la EAU sobre el contenido de fenoles
totales y la actividad antioxidante de extractos de Terminalia catappa L. y reportaron un
comportamiento similar. Los resultados pueden estar relacionados con la degradacion de compuestos
bioactivos capaces de eliminar radicales libres, causados por el tiempo prolongado de exposicién a
ondas de ultrasonido (Wang et al., 2008). Por lo tanto, no es necesario un mayor tiempo de extraccion

después de alcanzar el maximo rendimiento de extraccion o el tiempo de equilibrio entre ambas fases.

Bajo las condiciones evaluadas, 30 min es el tiempo suficiente para la extraccién de fenoles de
HE de moringa con actividad antirradical significativa para todas las relaciones evaluadas. Como se
muestra en la Tabla 5.10, a los 30 min se promovi6 el rendimiento de extraccién cuando la relacion de
alimentacion:disolvente se redujo de 0.04 a 0.03 g/g, pero no hay evidencia estadistica que indique
una diferencia entre el rendimiento obtenido por las relaciones 0.03 y 0.02 g/g. Como la cantidad de
disolvente es menor con la proporcion de 0.03 (g de hojas de moringa)/(g de disolvente), esta relacion

se selecciond para obtener el mayor rendimiento de extraccion mediante EAU.
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TABLA 5.10 Comparacion de las variables evaluadas a diferentes tiempos de contacto durante

la extraccion asistida por ultrasonido de hojas de moringa.

_ (9 5 Tiempo Fenoles totales Actividad antirradical
allm_entauon)/ (min) 1 (%) (mg EAG/g bs) (mg ET/g bs)
(g disolvente) Ensayo DPPH | Ensayo ABTS
5 37.38 £ 0.72" 164.41 + 2.74% 149.10 + 4.34™ | 125.97 + 1.47°
10 | 64.01 +6.36° 136.16 + 1.76°°9" | 133,17 + 1.22°%®| 101.92 + 7.40%°
20 | 79.76 +£2.48°% | 139.21 +1.92°*9 | 137.71 +8.66°°| 97.37 +8.67°"
0.02 30 | 87.42+0.34%Y | 132.75+8.14°"" | 13584 +1.22°®| 85.27 + 1.56°"
40 | 87.28 +0.64%% | 144.38 + 3.23°® 134.28 + 4.47°| 73.75+ 1.65"
50 | 89.76 +2.85% 132.12 + 8.09%"" | 146.00 + 4.20°"| 74.15+2.12"
60 | 92.36+1.13° 111.98 + 7.54 136.48 + 2.35°®| 71.16 + 1.56"
5 35.95+ 1.67" 182.12 + 1.422 185.78 + 7.392 | 141.85 + 1.892
10 | 66.41+0.679 146.45 + 3.66™" | 165.94 +0.32% | 93.83 + 2.30°
20 | 75.49 +4.21°°9 | 137.15 + 4.19°°" | 118,55 + 3.59°¢ | 90.57 + 1.88%"
0.03 30 | 80.25+1.27%% | 140.64 +6.19°" | 105.02+5.17%" | 79.37 +5.74"
40 | 82.65+1.22°°% | 138.71 + 7.58°*"% | 100.99 + 5.57%"| 78.52 +2.27'"
50 | 82.83+0.75"% | 128.63 +3.41%"" | 128.77 +2.49%' | 79.48 + 1.06""
60 | 87.70+3.36°™ | 144.36 +£561°® | 130.74 +3.11°° 77.36+ 1.12%"
5 37.95+ 7.57" 150.63 + 3.74" 112.62 + 3.23"" | 106.22 + 6.49°
10 | 65.16 +1.27" 130.74 + 1.66"" 83.00+7.84% | 73.73+7.87"
20 | 71.67 +£0.71°9 124.82 + 3.83"" 89.85+5.12" | 56.45+0.77"
0.04 30 | 72.68 +4.65 126.89 + 1.74°9" 89.37 +9.13" | 5457 +1.61
40 | 74.66 + 1.88°9 121.28 + 0.83%" 86.29 + 7.25™ | 53.17 + 1.47
50 | 76.46 +3.04°®" | 119.53 + 2.39" 80.35+ 1.66° | 53.62+0.71
60 | 75.09 +3.14%% | 122.05 + 3.10%" 92.49 + 1.98"%| 56.13 + 0.52"

Los valores son las medias + desviaciones estandar (n = 2).

En la misma columna, valores que no comparten letra son significativamente diferentes (p < 0.05).

Alimentaciéon: hojas enteras de moringa. Disolvente: etanol:agua 80:20 (p/p). Temperatura de

operacion: 55 °C.

5.2.7 Comparacion entre los métodos de extraccion evaluados

Un estudio de comparacion entre diferentes métodos de extraccion es especialmente
importante para la determinacion de la eficiencia de extraccion de soluto a partir de matrices
complejas tales como los materiales vegetales. En este trabajo, la comparaciéon se realizé entre la
extraccion Soxhlet (ES), la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y la extraccion en etapas
multiples a contracorriente (EMC). Hay diferentes variables involucradas en cada método evaluado;
por ello no se puede hacer una comparacion directa entre los métodos. Por lo tanto, se decidi6 realizar
la comparacion basandose en la relacion (g alimentacion)/(g disolvente), tiempo de extraccion,
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rendimientos, xg,, contenido de fenoles totales y la actividad antirradical (ensayos DPPH y ABTS)
como se muestra en la Tabla 5.11. Basado en los resultados obtenidos, fue mayor la recuperacién de
fenoles totales y la actividad antirradical con la ES, pero las desventajas de la ES incluyen el alto
consumo de disolvente, el prolongado tiempo de extraccion y la elevada temperatura de operacion en

comparacion con los otros métodos evaluados (Tabla 5.11).

TABLA 5.11 Comparacioén de los diferentes métodos de extraccion de hojas de moringa.

Método de extraccion EMC™* ES® EAU®
Temperatura de operacién (°C) 55 81 55
(g alimentacién)/(g disolvente) 0.03 0.01 0.03
Tiempo de contacto (min) 120 180 30
xg, (%) 1.40 + 0.01° 0.56 + 0.07° 1.34 +0.07°
7 (%) 97.10 + 1.76° 90.05 + 0.33" 80.25 + 1.27°
Fenoles totales (mg EAG/g bs) 81.28 +1.41° 133.69 + 0.522 140.64 + 6.19°
Actividad Ensayo DPPH 118.80 + 1.672 114.76 + 1.06% 105.02 +5.17°
antirradical 5 S .
(mg ET/g bs) | Ensayo ABTS 100.29 + 3.64 124.96 + 6.43 79.37+5.74

'Extraccion por lote en etapas mdiltiples a contracorriente. 2Extraccion Soxhlet. *Extraccion asistida por
ultrasonido. *Condiciones de operacion correspondientes a las etapas de extraccion en régimen semi-
continuo. En la misma columna, valores que no comparten letra son significativamente diferentes (p <

0.05). Alimentacién: hojas enteras de moringa. Disolvente: etanol:agua 80:20 (p/p).

La EAU proporciona un contenido de fenoles totales similar a lo obtenido por ES y un tiempo de
extraccién mas corto, alcanzando un rendimiento de 80.25 + 1.27% con EAU en sélo 30 min de tiempo
de contacto (Tabla 5.11). Sin embargo, los resultados indican que el uso de EAU conduce a una
disminucion significativa de la actividad antirradical del extracto de moringa en comparacién con ES y
EMC, aunque fue operado a 55 °C que es menor a la temperatura de operacion de ES. Esto puede
explicarse por el hecho de que las ondas de ultrasonido pueden inducir la formacién de radicales
libres en el medio liquido y favorecer las reacciones de polimerizacion/despolimerizacion, provocando
la oxidacién y degradacion de compuestos bioactivos (M'hiri et al., 2015). Ademas, la EAU involucra
un alto coste energético y de escalamiento. Estos criterios dan como resultado la limitada aplicacion
industrial y comercial de la EAU en la industria herbolaria (Wang et al., 2004; Xie et al., 2009; Yu et al.,
2012). Para evitar estas desventajas, se propuso el uso de EMC para la extraccion de compuestos
bioactivos a partir de hojas de moringa en el presente trabajo. Como se muestra en la Tabla 5.11, el

contenido de fenoles totales fue menor que los otros métodos de extraccion evaluados cuando se usé
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EMC, pero los resultados demostraron que la EMC podria producir un extracto de moringa con mayor
xg, Y la misma actividad antirradical que los extractos obtenidos por ES y alcanzar el mayor
rendimiento del proceso. Lo que significa un ahorro considerable en cantidad de disolvente, en costos

por consumo de energia y tiempo de operacion.

Las condiciones de extraccion Optimas para EMC de hojas de moringa y con las cuales se
obtuvieron los extractos para la siguiente etapa del proyecto fueron: una alimentacion como hojas
secas enteras para disminuir la solucién retenida, temperatura de extraccién de 55 °C, un tiempo de
extraccion de 120 min por cada etapa de extraccion y relacion de (g alimentacion)/(g disolvente) de
0.03 g/g cuando se ha alcanzado el régimen semi-continuo. Las relaciones (g alimentacion)/(g

disolvente) para las etapas de acondicionamiento (Figura 4.2) se muestran en la Tabla 5.7.

5.3 Secado por aspersion con nitrégeno en ciclo cerrado de extractos etandlicos de

moringa

Se preparé mayor cantidad de extracto etanélico de moringa bajo las condiciones de extraccion
seleccionadas en la seccion anterior. A fin de evitar la pérdida de compuestos bioactivos, la etapa de
evaporacion del disolvente organico de los extractos de moringa no se llevd a cabo antes del proceso
de secado por aspersion. En este trabajo, se estudié el secado por aspersion con nitrégeno en ciclo
cerrado (SACC) para obtener particulas secas de extractos etandlicos de moringa. Los valores de las
condiciones de las variables de operacion para cada experimento de SACC se enumeran en la Tabla
5.12. Se calcularon los coeficientes de regresion (Bi;) del modelo propuesto (Ecuacion (4.19)) para
cada variable de respuesta (y;) (Tablas 5.15) y se determinaron las condiciones estudiadas de SACC
que afectaron significativamente (p < 0.05) a las variables de respuesta (Tabla 5.14). Para visualizar
los efectos combinados de las variables de proceso estudiadas sobre las respuestas, se generaron las
superficies de respuesta para cada uno de los modelos ajustados como la funcién de dos variables
independientes: temperatura de entrada del nitrdgeno (Tent) y temperatura de salida del nitrégeno
(Tsal). En el mismo gréfico se generé una superficie de respuesta por cada concentracion de material
de soporte (MS) utilizada en la mezcla de alimentacion (Figuras 5.9-5.11). Los efectos de las
condiciones estudiadas de SACC sobre las variables de respuesta se discutieron mediante la
evaluacion de estas gréficas y el andlisis estadistico.
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TABLA 5.12 Condiciones experimentales del secado por aspersion con nitrégeno en ciclo

cerrado de extractos etan6licos de moringa.

mxﬁﬁﬂi Tent (°C)?| Tsal (°C)° | g MS/g SE®
1 150 70 4
2 150 70 3
3 150 70 2
4 150 60 4
5 150 60 3
6 150 60 2
7 150 50 4
8 150 50 3
9 150 50 2
10 140 70 4
11 140 70 3
12 140 70 2
13 140 60 4
14 140 60 3
15 140 60 2
16 140 50 4
17 140 50 3
18 140 50 2
19 130 70 4
20 130 70 3
21 130 70 2
22 130 60 4
23 130 60 3
24 130 60 2
25 130 50 4
26 130 50 3
27 130 50 2

*Temperatura de entrada del nitrégeno. bTemperatura de salida del nitrogeno. °g de material de

soporte por g de soélidos de extracto.
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TABLA 5.13 Coeficientes de regresion para cada variable de respuesta evaluada durante el
secado por aspersién con nitrégeno en ciclo cerrado de extractos etanélicos de moringa.

CR* Rendimiento Retencion (_Jle’ _ Retencion de, _
del proceso quercetina-3-rutinésido | kaempferol-3-glucoésido

Bio 55.57 75.04 69.76

Bi1 -1.39 -3.23 -2.98

B 1.03 1.20 1.23

Bis 1.53 7.42 6.80

Bi1z 1.82 2.75 2.52

Bi1z 0.49 1.87 1.58

Bizs 0.56 -0.68 -0.61

Bi11 -0.96 -3.50 -3.76

Bizz -5.92 -11.70 -11.29

Bizs -2.33 -2.19 204

*CR: coeficiente de regresion del modelo propuesto (Ecuacion (4.19)). B;;: es el CR que relaciona el

factor j con cada respuesta i (j = 1: Tent; 2: Tsal; 3: g de MS por g de SE).

TABLA 5.14 Valores de p de las variables independientes evaluadas durante el secado por

aspersion con nitrégeno en ciclo cerrado de extractos etandlicos de moringa.

Valores de p

Variable ingggRgdiente Rendimiento Retencién de Retencién de

del proceso |quercetina-3-rutinésido | kaempferol-3-glucésido

Temperatura de entrada del

L <0.001 <0.001 0.003
nitrégeno
Temperat_ur{;l de salida del <0.001 <0.001 <0.001
nitrégeno
g de material de soporte por <0.001 <0.001 <0.001

g de solidos de extracto

Los términos se consideraron estadisticamente significantes en los valores de p inferiores al 5% (p <
0.05).
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5.3.1 Rendimiento del proceso de secado por aspersiéon de extractos etandélicos de

moringa

Las particulas secas de extractos de moringa se recuperaron del contenedor ubicado al final del
ciclon y se descartaron las particulas depositadas en la cAmara de secado y las paredes del ciclon.
Cuando no se afiadié material de soporte en la alimentacion, el secado por aspersion de los extractos
etandlicos de moringa no fue viable, debido a que las particulas producidas eran muy pegajosas y se
depositaron en las paredes de la camara de secado y mayoritariamente en el ciclén, por lo cual no
pudieron recuperarse. Este fendbmeno ha sido reportado por otros autores y se asocia al bajo peso
molecular de los compuestos presentes en los extractos vegetales (Jager y Kilbride, 1997; Souza y
Oliveira, 2006; Sollohub y Cal, 2010; Karaaslan y Dalgig, 2012), por esta razon se emplean materiales

de soporte como coadyuvantes del secado.

La cantidad de material de soporte en la mezcla de alimentacion mostré un efecto significante (p
< 0.05) sobre el rendimiento del proceso (Tabla 5.14): se observé un aumento en el rendimiento
cuando la relacion MS/SE se incrementé de 2 a 3 g/g, sin un aumento evidente del rendimiento
cuando se increment6 de 3 a 4 g/g (Figura 5.7). Los menores rendimientos obtenidos cuando se
ocupo una relacion de MS/SE de 2 g/g se asocia a una disminucion en el contenido de sélidos en la
mezcla de alimentacion (Sahin-Nadeem et al., 2013; Rajabi et al., 2015; Nambiar et al., 2017). Se
reporta que el tamafio de las gotas producidas son mayores conforme se disminuye la cantidad de
material de soporte, en consecuencia la cohesion entre particulas se incrementa y terminan
impactandose contra las paredes de la camara de secado (Nambiar et al., 2017). La pérdida de
producto también se asocia a la naturaleza fisico-quimica del producto a secar. Bajas cantidades de
material de soporte pueden ser insuficientes para evitar que los compuestos de bajo peso molecular
presentes en el extracto formen productos gomosos, los cuales se acumulan en las paredes del ciclon
(Souza y Oliveira, 2006; Fernandes et al., 2012). El incremento en el contenido de sélidos en la
alimentacion implica una menor cantidad de fase liquida a evaporar y una mayor eficiencia en la
encapsulacion de los compuestos de bajo peso molecular, lo que conduce a un mayor rendimiento del
proceso de secado por aspersion (Fernandes et al., 2012; Nambiar et al.,, 2017), sin embargo,
aumentar la cantidad de material de soporte mas alla del nivel 6ptimo causa una disminucion en el
rendimiento debido a las dificultades de alimentacién y de formacién de gotas (Nambiar et al., 2017),
como ocurrié en este trabajo al emplear la relacion de MS/SE de 4 g/g. Rajabi et al. (2015) también
observaron una disminucion en el rendimiento del proceso con el incremento de la cantidad de solidos
en la alimentacion. En nuestro caso particular, el manejo de disolvente orgénico limita la seleccion y
adicion de materiales de soporte, que en su mayoria se encuentran comercialmente disponibles como
materiales hidrosolubles. Cuando la relacion de MS/SE se increment6 de 3 a 4 g/g, el manejo de la
mezcla de alimentacién representd un problema técnico debido a dos causas: mayor precipitacion de

los solidos de material de soporte y adherencia de soélidos a las paredes del contenedor de la mezcla
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de alimentacion. Materiales de soporte porosos y/o de bajo tamafio de particula, como la silice
precipitada, podrian representar una opcion para estos sistemas, debido a que presentan una mejor
dispersion en disolventes organicos y una reduccion en las interacciones entre las particulas en
comparacion con las particulas no porosas (Miller et al., 2008; Ogéin et al., 2012; Evonik, 2015). En el
presente trabajo se propuso la mezcla 95:5 (p/p) de (maltodextrina DE-10):(silice precipitada) como
material de soporte, esperando incrementar el rendimiento del proceso con la adicion de silice
precipitada, sin embargo, los resultados obtenidos estan en el orden de magnitud reportado por
Vazquez (2013) cuando se empledé maltodextrina DE-10 como material de soporte. El disefio y/o
formulacion de materiales de soporte que puedan afiadirse sin dificultad a extractos organicos
representa un nicho de oportunidad.

Rendimiento (%)

Tent (°C) 150 50 Tsal (°C)

FIGURA 5.7 Secado por aspersion en ciclo cerrado de extractos etanélicos de moringa: efecto
de las variables independientes sobre el rendimiento del proceso. Relaciones evaluadas de
material de soporte/sélidos de extracto: 2,3y 4 g/g.
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El andlisis estadistico de los datos indicé que las Tent y las Tsal evaluadas mostraron efecto
significante (p < 0.05) sobre el rendimiento del proceso (Tabla 5.14). Se observé un incremento en el
rendimiento del proceso cuando la Tsal aumentdé de 50 a 60 °C y una disminucion cuando la Tsal se
ajusté a 70 °C (Figura 5.7). A medida que se incrementa la Tent o la Tsal, la humedad del producto
final disminuye, reduciéndose la posibilidad de deposiciones en las paredes del secador. Sin embargo,
la deposicién de particulas gomosas también es impulsada por el calentamiento de las paredes del
ciclén (Woo et al., 2007), como claramente se observé en el presente trabajo al incrementar la Tsal de
60 a 70 °C en todas las Tent evaluadas (Figura 5.7). Se considera que un rendimiento = 50% es un
criterio para definir un proceso eficiente de secado por aspersién (Bhandari et al., 1997; Fang y
Bhandari, 2011). Por lo tanto, los rendimientos obtenidos en este trabajo con las relaciones MS/SE de
3y 4 g/g pueden considerarse satisfactorios, excepto los tratamientos con diferenciales amplios entre
la Tenty Tsal (AT: 100 °C; Tent: 150 °C; Tsal: 50 °C) (Figura 5.7). En este caso, la pérdida de material
se atribuye principalmente a la formacién de depdésitos en las paredes de la camara de secado,
causados por gotas que no estan lo suficientemente secas y que en consecuencia se impactan sobre
las paredes del equipo, esto ocurre debido a que bajo estas condiciones de AT se requieren flujos de
alimentacion elevados para fijar la Tsal de operacion (Sahin-Nadeem et al., 2013). La disminucién del

rendimiento del proceso al aumentar el AT también fue reportada por Sahin et al. (2011).

5.3.2 Retencion de compuestos fendlicos de referencia durante el secado por

aspersion de extractos etandlicos de moringa

La presencia de los compuestos seleccionados como referencias en este trabajo han sido
reportados previamente en hojas de moringa y estan asociados con propiedades antioxidantes,
hipoglucemiantes, hipotensoras, antidislipidémicas, anticancerigenas y antiinflamatorias (Verma et al.,
2009; Vongsak et al., 2013; Yassa y Tohamy, 2014; Rodriguez-Pérez et al., 2015). Por lo tanto, es
deseable que se reduzca la degradacion de estos compuestos durante el secado por aspersion a fin
de preservar la actividad biolégica de los extractos secos de moringa. La Figura 5.8 muestra un
ejemplo de cromatograma UHPLC de extracto seco de moringa. Los componentes bioactivos de
referencia se identificaron por medio del tiempo de retencion y los espectros UV del estandar puro
respectivo (quercetina-3-rutinésido y kaempferol-3-glucdsido). Los espectros UV de los compuestos

de referencia coincidieron con el respectivo espectro UV del compuesto estandar (Figura 5.9).
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FIGURA 5.8 Cromatograma UHPLC de extracto seco de moringa usando 3 g de material de

soporte por cada g de sélidos de extracto.
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FIGURA 5.9 Espectros UV de kaempferol-3-gluc6sido y quercetina-3-rutinésido obtenidos a
partir de extracto seco de moringa y de estandares puros.
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Las retenciones de quercetina-3-rutindsido y kaempferol-3-glucdsido se vieron afectadas
significativamente (p < 0.05) por las variables independientes evaluadas (Tabla 5.14). El valor del
coeficiente de regresion asociado a la cantidad de material de soporte adicionado explica en mayor
medida el comportamiento de estas variables de respuesta (Tabla 5.13). El efecto de la cantidad de
material de soporte en la mezcla de alimentacion ha recibido una considerable atencion por parte de
numerosos autores (Kha et al., 2010; Fazaeli et al., 2012; Fernandes et al., 2012; Pang et al., 2014).
Ademas de aumentar el rendimiento del proceso, los materiales de soporte utilizados en secado por
aspersion pueden cumplir con una funcion protectora para los compuestos bioactivos (Fazaeli et al.,
2012). Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el incremento de cantidad de material de
soporte en la mezcla de alimentaciéon aumenta la retencién de los compuestos fendlicos de referencia
(Figuras 5.10 y 5.11). Este fendmeno estd asociado principalmente a que entre mayor sea el
contenido de material de soporte, mas rapida y eficientemente se formara una pared alrededor del
compuesto bioactivo, protegiendo a éste del dafio térmico (Reineccius, 2004; Fernandes et al., 2012).
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FIGURA 5.10 Retencidon de quercetina-3-rutinésido (Q3R) durante el secado por aspersién con

nitrogeno en ciclo cerrado de extractos etandlicos de moringa. Relaciones evaluadas de
material de soporte/sélidos de extracto: 2,3y 4 g/g.
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FIGURA 5.11 Retencion de kaempferol-3-glucésido (K3G) durante el secado por aspersion con
nitrégeno en ciclo cerrado de extractos etandlicos de moringa. Relaciones evaluadas de
material de soporte/sélidos de extracto: 2,3y 4 g/g.

El aumento de la Tent de 60 a 70 °C redujo la retencién de los compuestos de referencia
(Figuras 5.10 y 5.11), esto sugiere una posible degradacion térmica de los compuestos fendlicos.
Georgetti et al. (2008) obtuvieron resultados similares con aire como gas de secado, los autores
discuten que la degradacion de los compuestos fendlicos bajo estas condiciones puede estar asociada
a reacciones de oxidacion inducidas por el calor. La degradacién por disponibilidad de oxigeno se
descarta en este trabajo porque el secado por aspersion de los extractos etanolicos de moringa se

realizo bajo atmosfera inerte: el nitrégeno se us6 como gas de secado.

El valor del coeficiente de regresion asociado a la Tent indica un efecto negativo de esta
variable independiente sobre la retencion de los compuestos de referencia (Tabla 5.13). Es decir,
conforme se aument6 la Tent se disminuyé la retencién de quercetina-3-rutinésido y kaempferol-3-
glucosido. Esto estd asociado al rendimiento del proceso, debido a que a Tent de 150 °C
precisamente se obtienen los rendimientos méas bajos, lo cual condiciona la probabilidad de perder
compuestos bioactivos por incrustacion de producto en las paredes del secador.
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5.4 Representacion dinamica del secado por aspersidon con nitrégeno en ciclo

cerrado de extractos etandlicos de moringa

Para representar la dinamica del secado por aspersiéon con nitrégeno en ciclo cerrado de

extractos etandlicos de moringa se resolvi6 el modelo propuesto por Aguirre-Alonso (2016). Se

tomaron como valores iniciales de las variables de estado los correspondientes al conjunto

experimental desarrollado en el presente trabajo. El secador por aspersiéon en ciclo cerrado se hizo

funcionar hasta que se alcanz6 el estado estacionario. En total se desarrollaron experimentalmente 27

conjuntos de dinamicas de secado por duplicado bajo las condiciones que se muestran en la Tabla

5.15.

TABLA 5.15 Variables de estado estables para el funcionamiento del secador por aspersiéon en

ciclo cerrado.

NUmero de Xwpo Xego Gg Tent Tsal
tratamiento | (kg-kg™) | (kg-kg™®) | (kg-s™) (°C) (°C)
1 8.03 11.28 1.09E-05 150 70
2 9.98 14.01 8.45E-06 150 70
3 13.31 18.69 6.44E-06 150 70
4 8.03 11.28 1.49E-05 150 60
5 9.98 14.01 1.21E-05 150 60
6 13.31 18.69 8.59E-06 150 60
7 8.03 11.28 1.82E-05 150 50
8 9.98 14.01 1.47E-05 150 50
9 13.31 18.69 1.10E-05 150 50
10 8.03 11.28 9.00E-06 140 70
11 9.98 14.01 7.51E-06 140 70
12 13.31 18.69 5.63E-06 140 70
13 8.03 11.28 1.39E-05 140 60
14 9.98 14.01 1.06E-05 140 60
15 13.31 18.69 7.94E-06 140 60
16 8.03 11.28 1.66E-05 140 50
17 9.98 14.01 1.33E-05 140 50
18 13.31 18.69 1.07E-05 140 50
19 8.03 11.28 6.53E-06 130 70
20 9.98 14.01 4.50E-06 130 70
21 13.31 18.69 3.82E-06 130 70
22 8.03 11.28 1.07E-05 130 60
23 9.98 14.01 8.78E-06 130 60
24 13.31 18.69 6.58E-06 130 60
25 8.03 11.28 1.47E-05 130 50
26 9.98 14.01 1.18E-05 130 50
27 13.31 18.69 8.85E-06 130 50
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5.4.1 Comportamiento dindmico de la temperatura de salida de la fase continua

usando las variables del conjunto experimental a diferentes €y G,

El valor de ¢ describe la fraccion de la fase continua ocupada en la cdmara de secado, sin
embargo, las trayectorias de las gotas dentro del secador no se conocen. Por esta razén se decidid
estimar el valor de ¢ que representara la dinamica del secado por aspersion de extractos etandlicos de
moringa. Para ello se resolvi6 el modelo de Aguirre-Alonso (2016) a diferentes valores de ¢ y bajo las
variables de estado iniciales de la Tabla 5.15. El valor de G, se fijo a 0.0135 kg-s™ segun lo reportado
por Aguirre-Alonso (2016). La Figura 5.12 muestra la dinamica experimental y simulada del secado
por aspersion en funcién de la Tsal de la fase continua a diferentes «¢.
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FIGURA 5.12 Valores experimentales versus simulados de la temperatura de salida de la fase
continua a diferentes ¢. Variables de estado iniciales: Tabla 5.15. G, = 0.0135 kg-s™. Erp: error

relativo promedio. La linea continua representa un ajuste exacto entre los valores simulados y
experimentales.
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Resulté evidente el efecto del valor de € sobre el comportamiento dinamico de la Tsal, sobre

todo a 50 °C (Figura 5.12). Examinando la Figura 5.12 se puede concluir que la dinamica simulada

con un valor de € = 0.95 reproduce la dinamica experimental del secado por aspersion de extractos de

moringa, con un error relativo promedio (Erp) de 5.59% en funcién del valor de la Tsal. El valor de ¢

de 0.95 nos indica que aproximadamente el 5% de la camara de secado fue ocupado por la fase

dispersa.
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FIGURA 5.13 Valores experimentales versus simulados de la temperatura de salida de la fase

continua a diferentes G,. Variables de estado iniciales: Tabla 5.15. £ = 0.95. Erp: error relativo

promedio. La linea continua representa un ajuste exacto entre los valores simulados y

experimentales.
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Con un valor de ¢ de 0.95 se evaluaron diferentes G, para evaluar su efecto sobre la dinamica
del secado por aspersion de extractos etandlicos de moringa. La Figura 5.13 muestra la dinamica
experimental y simulada en funcion de la Tsal a diferentes valores de G, y bajo las variables de estado
del conjunto experimental que se presenta en la Tabla 5.15. Se confirmé que el valor de G, = 0.0135
kg-s™ estimado por Aguirre-Alonso (2016) reproduce adecuadamente la dinamica experimental del
secado por aspersion de extractos etandlicos de moringa con un Erp de 5.59%. No se probaron
valores mayores a 0.0135 kg-s™ porque éste representa la capacidad maxima del secador por

aspersion utilizado para llevar a cabo los experimentos en este trabajo.

5.4.2 Efecto de las interacciones termodindmicas de los sélidos de la alimentacién

sobre la humedad simulada del producto

Para representar la relaciéon de masas de etanol y de agua en la interfase, Aguirre-Alonso
(2016) partio de las ecuaciones generadas por Huesca-Osorio (2014) (Ecuaciones (2.39) y (2.40)), en
las cuales para calcular la presiéon de vapor del etanol-agua se considera la a,,, (Ecuacion (2.47)) por
el efecto de las propiedades coligativas de los sélidos de la mezcla de alimentacién. Precisamente la
Ecuacion (2.48) representa las interacciones termodindmicas de los sélidos de la alimentacién, con
dicha expresion se predice la a,,, en funcion del contenido de humedad (X, g = Xyp + Xep) @ una
determinada temperatura (). Para resolver su modelo, Aguirre-Alonso (2016) parte de la isoterma de
sorcién reportada por Palencia et al. (2002): Ecuacién (4.21). Con dicha expresion Aguirre-Alonso
(2016) logro representar la dindmica de secado por aspersion de extractos etandlicos de vainilla. Sin
embargo, en el presente trabajo a pesar de obtener una adecuada representacion dinamica del
secado por aspersion de extractos etancdlicos de moringa con G, = 0.0135 kg-s' y e = 0.95, se
observaron algunos valores simulados de la humedad del producto que no coinciden con los valores
experimentales obtenidos (Figura 5.14), estas desviaciones se atribuyeron a la representacion de las
interacciones termodindmicas de los sélidos de la alimentacion (Ecuacion (4.21)), la cual debe ser
especifica para cada producto alimenticio (Al-Muhtaseb et al., 2002).

Como no se cuenta con ningun dato que sustente la contribucién del etanol a la funcién descrita
en la Ecuacion (2.48) y experimentalmente no es viable determinar dicha contribucion, se asumié que
ésta tiene la misma conducta que una isoterma convencional y se decidi6 expresar a,,, = a,,. Bajo
esta suposicion, se decidié obtener los datos de la isoterma de adsorcién para extractos secos de
moringa y calcular las constantes de la Ecuacion (2.48). Los datos de la isoterma (Figura 5.15) se
obtuvieron a partir de particulas secas de extracto de moringa obtenidas con una proporciéon de
MS/SE de 3 g/g, Tent de 140 °C y Tsal de 60 °C. Estas condiciones de operacién se seleccionaron por
representar los valores centrales de las variables independientes evaluadas.
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FIGURA 5.14 Valores experimentales y simulados de la humedad de extractos secos de
moringa. Variables de estado iniciales: Tabla 5.15. £ = 0.95. G, = 0.0135 kg-s™. Representacion

de las interacciones termodinamicas de los s6lidos de la alimentacion: Ecuacion (4.21).
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FIGURA 5.15 Isoterma de adsorcién a 25 °C de extractos secos de moringa obtenidos con 3 g
de material de soporte por cada g de solidos de extracto (MSP3). Representacion de los datos

de adsorcién: Ecuacion (2.48).
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Con los datos de adsorcion obtenidos a 25 °C con particulas secas de moringa y a partir de la

Ecuacion (2.48) se obtuvo la siguiente expresion:
awe = 1 — exp(—0.537T5*°°X0.337) (5.1)

Al resolver el modelo de Aguirre-Alonso (2016) con las constantes de la Ecuacion (5.1) se
observd un mejor ajuste de los valores simulados de la humedad con los valores experimentales
obtenidos (Figura 5.16). Ademas, el comportamiento dindmico de la temperatura de salida de la fase

continua no se vio afectada (Figura 5.17).

En las Figuras 5.16 y 5.17 se pueden observar algunas desviaciones de la dinamica de
simulaciéon con respecto a la experimental. Esto puede deberse a que el modelo se resolvié en el
modo mas simplificado: manteniendo constantes todas las propiedades durante el proceso. De hecho,
muchas de las propiedades mas importantes como la transferencia de calor externa, la difusividad
interna de la humedad de la fase dispersa, el radio de las gotas y la fraccion de volumen de la fase
continua (¢) pueden variar durante el secado por aspersion (Palencia et al., 2002). Sin embargo, con
un Erp de 5.62% se considera que el modelo de (Aguirre-Alonso, 2016) representa adecuadamente la

dinamica del secado por aspersion en ciclo cerrado de extracto etanélicos de moringa.
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FIGURA 5.16 Valores experimentales y simulados de la humedad de extractos secos de

moringa. Variables de estado iniciales: Tabla 5.15. £ = 0.95. G, = 0.0135 kg-s™. Representacion

de las interacciones termodindmicas de los sdélidos de la alimentacion: Ecuacion (5.1).
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FIGURA 5.17 Valores experimentales versus simulados de la temperatura de salida de la fase
continua. Variables de estado iniciales: Tabla 5.15. £ = 0.95. G, = 0.0135 kg-s™. Representacion
de las interacciones termodinamicas de los s6lidos de la alimentacion: Ecuacion (5.1). Erp:
error relativo promedio. La linea continua representa un ajuste exacto entre los valores

simulados y experimentales.

5.4.3 Consumo de energia durante el secado por aspersion de extractos etandlicos

de moringa

Una vez validado el modelo de Aguirre-Alonso (2016), a partir de los resultados que arroja, se
procedié a evaluar el consumo de energia por kg de extracto seco obtenido. En la Figura 5.18 se
observa un grupo de tratamientos de bajo consumo de energia (48.34 — 90.19 kW-h-kgss'l) con
respecto a los otros experimentos (100.62 — 196.93 kW-h-kgss ). Sin embargo, algunos tratamientos
de dicho grupo cuentan con bajo rendimiento de proceso (< 50%), por lo cual fueron descartados:
tratamientos 7-9, 16-18, 25-27. En la Tabla 5.12 se presentan las condiciones de operacion de cada
tratamiento. En el nuevo grupo conformado por los tratamientos 1, 4-5, 10-14, 22-23, al aplicar como
criterios la retencién de compuestos fendlicos de referencia (Figuras 5.10 y 5.11) y el consumo de
material de soporte (Tabla 5.12), con el tratamiento 14 (Tent: 140 °C; Tsal: 60 °C; MS/SE: 3 g/g) se
consigue el menor consumo de energia (80 kW-h-kgss'l), con la mayor retencién de quercetina-3-
rutindsido (71.3%) y kaempferol-3-glucésido (65.5%), el mayor rendimiento posible (57.8%) y la menor

adicion de material de soporte por g de sélidos de extracto (3 g/g).
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FIGURA 5.18 Consumo de energia durante el secado por aspersion de extractos etandlicos de
moringa. Variables de estado iniciales: Tabla 5.15. £ = 0.95. G, = 0.0135 kg-s™. Representacion

de las interacciones termodinamicas de los s6lidos de la alimentacion: Ecuacion (5.1).

5.5 Efecto de latemperaturay humedad relativa sobre la estabilidad de compuestos

fendlicos de referencia en los extractos secos de moringa

Para considerar la utilidad de los extractos secos de moringa para aplicaciones alimentarias y/o
farmacéuticas, es importante garantizar su estabilidad y funcionalidad durante el almacenamiento. En
este contexto, en el presente trabajo se evalu6 el cambio en la concentracién de compuestos fendlicos
de referencia durante el almacenamiento de las muestras y se us6 como un indicador de la estabilidad

de las particulas secas a diferentes condiciones de humedad relativa y temperatura.

En la Tabla 5.16 se reportan los coeficientes de regresion (g;;) del modelo propuesto (Ecuacion
(4.24)) para cada variable de respuesta. Para visualizar los efectos combinados de las variables
estudiadas sobre las respuestas, se generaron las superficies de respuesta para cada uno de los
modelos ajustados como la funcién de dos variables independientes: tiempo de almacenamiento y
humedad relativa. En el mismo gréfico se gener6 una superficie de respuesta por cada temperatura de
almacenamiento (Figuras 5.19-5.20). Los efectos de las condiciones estudiadas sobre las variables de
respuesta se discutieron a partir de estas graficas y el analisis estadistico.
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TABLA 5.16 Coeficientes de regresion para cada variable de respuesta evaluada durante la
prueba de estabilidad de extractos secos de moringa.

Contenido de quercetina-3- | Contenido de kaempferol-3-

MS® | CR" rutingsido glucésido
Valor del CR Valor de p Valor del CR Valor de p
Bio 22.192 <0.001 4.992 <0.001
3 | Bu -1.305 0.298 -0.074 0.780
_ 8| B 0.780 0.239 0.015 0.913
ﬁg S| s -2.385 0.151 -0.305 0.388
n X =
53 § Bz 1.234 0.065 0.336 0.018
22| fus 1.009 0.588 0.480 0.226
E | Bus 2.029 0.052 0.481 0.031
i 4.395 <0.001 0.421 0.090
Bio 38.161 0.012 6.606 <0.001
= B -10.519 <0.001 -1.723 <0.001
- B -4.093 <0.001 -0.618 <0.001
S~ | Bs -5.284 0.002 -0.984 0.006
% = | s -7.055 <0.001 -1.284 <0.001
2 Birs -4.038 0.031 -0.354 0.372
— Bizs -3.053 0.004 -0.834 <0.001
B | -10.074 <0.001 -1.363 <0.001
Bio 45.786 <0.001 8.839 <0.001
» B -13.827 <0.001 -2.939 <0.001
8 Bis -7.410 <0.001 -1.593 <0.001
§ = | fo -8.493 <0.001 -1.720 <0.001
8= | Bus -8.977 <0.001 -1.958 <0.001
8 Birs -2.036 0.275 -0.545 0.170
@ Bizs -1.066 0.307 -1.012 <0.001
i -1.213 0.298 0.232 0.349
Tipo de MS <0.001 <0.001

PMaterial de soporte. *CR: coeficiente de regresioén del modelo propuesto (Ecuacion (4.24)). Bij:- es el
CR que relaciona el factor j con cada respuesta i (j = 1: humedad relativa; 2: temperatura; 3: tiempo).
Los términos se consideraron estadisticamente significantes en los valores de p inferiores al 5% (p <
0.05).

Comparando el contenido de los compuestos fendlicos de referencia (Figuras 5.19-5.20) de los
extractos secos de moringa, se puede observar que las muestras en cuya composicién se usé 95:5

(p/p) maltodextrina:silice precipitada, presentaron la menor cantidad de compuestos de referencia por
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g de solidos secos, lo cual puede explicarse por la cantidad de material de soporte utilizado por cada g
de solidos de extracto (g/g) durante el proceso de secado por aspersion, y que es mayor con
maltodextrina:silice precipitada (3.0 g/g) en comparacién con los extractos secos de moringa con

maltodextrina DE-10 (2.0 g/g) y silice precipitada (0.5 g/g).
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FIGURA 5.19 Efecto de la humedad relativa y la temperatura sobre el contenido de quercetina-
3-rutindsido (Q3R) durante el almacenamiento de extractos secos de moringa. Materiales de
soporte evaluados: 95:5 (p/p) maltodextrina:silice precipitada (A), maltodextrina DE-10 (B) y

silice precipitada (C).
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FIGURA 5.20 Efecto de la humedad relativa y la temperatura sobre el contenido de kaempferol-
3-glucésido (K3G) durante el almacenamiento de extractos secos de moringa. Materiales de
soporte evaluados: 95:5 (p/p) maltodextrina:silice precipitada (A), maltodextrina DE-10 (B) y

silice precipitada (C).

Las variables evaluadas no afectaron significativamente el contenido de compuestos fendlicos
de referencia cuando la mezcla maltodextrina:silice precipitada se usé como material de soporte
(Tabla 5.16). Cuando se usaron maltodextrina y silice precipitada como materiales de soporte, todas

las variables independientes afectaron significativamente a las variables de respuesta evaluadas
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(Tabla 5.16). En general, no se observaron cambios significativos en la cantidad de compuestos
fendlicos de referencia a 30% de humedad relativa para todos los tipos de material de soporte. Sin
embargo, ambos compuestos fendlicos estudiados disminuyeron en contenido cuando las particulas
secas con maltodextrina y silice precipitada se almacenaron en el rango de humedad relativa de 50% -
75% a ambas temperaturas de almacenamiento (Figuras 5.19-5.20). El contenido de agua de los
extractos secos de moringa con estos niveles de a,, podria considerarse lo suficientemente alto como
para producir un aumento en las reacciones de degradacion de los compuestos de referencia, incluso
después de unos pocos dias de almacenamiento (1-10 dias). Resultados similares fueron reportados
por Moraga et al. (2012), quienes observaron que un aumento en la a, afecta negativamente el
contenido de fenoles totales y de flavonoides en particulas secas de pomelo. Bajo estas condiciones,
la degradacién de estos compuestos se atribuye a la hidrélisis acida, la cual es una de las principales
vias de degradacion de los flavonoides glucosidados (Bott et al.,, 2010). Buchner et al. (2006)
informaron que la presencia de oxigeno acelera la degradacion de la quercetina y la quercetina-3-
rutinésido, debido a la presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos radicales a menudo
se forman en solucién acuosa y pueden ser capturados por los flavonoides. Durante la reaccién, los
flavonoides pueden transferir uno o dos atomos de hidrégeno (principalmente del grupo orto-
dihidroxilo en el anillo B) lo que resulta en la formacién de estructuras quinonoides.

Las Figuras 5.19-5.20 muestran que en todas las humedades relativas y temperaturas
evaluadas, las particulas secas con la mezcla maltodextrina:silice precipitada proporcionaron la mayor
estabilidad para los compuestos fendlicos de referencia. Estas muestras se caracterizaron por un
mayor contenido de material de soporte en su formulacion (3 g/g), lo que podria estar relacionado con
una mayor proteccion contra la degradacién de los compuestos fendlicos. Este resultado también se
ve respaldado por el hecho de que esta formulacion mostré una mayor retencion de compuestos
fendlicos en comparacién con las muestras de 2 g de material de soporte por g de sélidos de extracto
(Figuras 5.10 y 5.11). Esto sugiere que hay menor contenido de compuestos bioactivos libres en la
superficie de las particulas, lo cual es caracteristico de la capacidad de proteccion fisica del material
de soporte (da Silva et al., 2013).

El contenido de los compuestos de referencia disminuyé bruscamente en funciéon de la
humedad relativa especialmente cuando se us6 silice precipitada como material de soporte (Figuras
5.19-5.20), ademas a 50 °C se aceler6 la degradacion de los compuestos. Este comportamiento se
atribuye a que este material de soporte no es un formador de pared, sélo es un regulador de flujo
(Mller et al., 2008). Una mayor tendencia a absorber humedad que otras muestras a niveles elevados
de a,, (0.750-0.900) (Figuras 5.21-5.23) podria ser otra razén de este comportamiento.
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FIGURA 5.21 Isotermas de adsorcion a 25 y 50 °C para extractos secos de moringa obtenidos

con 3 g de 95:5 (p/p) maltodextrina:silice precipitada por cada g de sé6lidos de extracto (MSP3).
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FIGURA 5.22 Isotermas de adsorcion a 25 y 50 °C para extractos secos de moringa obtenidos

con 2 g de maltodextrina DE-10 por cada g de sélidos de extracto (MD).

109

0TI TENET ARV OO RO PO EA0 ATt IO o e e e 122/140



Tesis doctorales de la Universidad de Cadiz Ejemplar para: uG12715452

Universidad  TERMODINAMICA DEL PROCESO DE OBTENCION DE EXTRACTOS SECOS DE MORINGA OLEIFERA Fecha/hora: 11/06/2021 21:27:16
% UCA de Cédiz VAZQUEZ LEON, LUCIO ABEL * Orladentificador de réplica:
UCAgb6LW#uceagdj1SjudUcxMjcxNTQ1Mg==
RESULTADOS Y DISCUSION
50 50 ]
.4 T s spPa2s5°C 45T s spa2sec
(] 7] 4
o 40 T Ec. GAB a 25°C » 40 T Ec. BET a25°C
8"’35 3 + SPa50°C 8"’35 i + sPaso°C
: ap ok, - Ec. BET a50°C : 30 é' """"""" " [Ec.BET'a50°C
E S 25
g i
[ [ 20 E'
© © ]
(=] o 15 T
10 %
5% -
1.00 0.00 020 040 0.60 o0.80 1.00
a, a;

FIGURA 5.23 Isotermas de adsorcion a 25 y 50 °C para extractos secos de moringa obtenidos

con 0.5 g de silice precipitada por cada g de solidos de extracto (SP).

Los resultados del andlisis de regresion no lineal para ajustar los modelos de GAB y de BET a
los datos experimentales de la isoterma de adsorcion (Figuras 5.21-5.23) se muestran en la Tabla
5.17. Los resultados muestran que ambos modelos tienen valores comparables de coeficientes de
regresion (R?) cercanos a 1, indicando un buen ajuste de ambas ecuaciones a la curva, pero el ajuste

con el modelo GAB obtiene valores menores de Erp (Tabla 5.17).

El contenido de humedad al equilibrio en los extractos secos de moringa aumentd
significativamente cuando se expuso a a, superior a 0.500 (Figuras 5.21-5.23). Las diferentes
muestras formuladas de extracto seco de moringa mostraron una estabilidad diferente tras la
adsorcion de humedad. A 50 y 75% de humedad relativa, las muestras con la mezcla
maltodextrina:silice precipitada y maltodextrina perdieron su comportamiento de flujo libre, con la
formacion de pequefios bloques como resultado de la compactacion y apelmazamiento de los
extractos secos de moringa rehidratados. En los valores bajos de a,, el agua puede adsorberse en la
superficie de las particulas, mientras que en los valores altos de a,, se produce la disolucion de las
particulas (Fernandes et al., 2014). En este estado, cuanto mayor es la humedad relativa y mayor es
el tiempo de almacenamiento, menor es el contenido del compuesto bioactivo debido a la
disponibilidad de agua para que se lleven a cabo reacciones de degradacion (Moraga et al., 2012), lo
cual concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo (Figuras 5.19-5.20). Las muestras
con silice precipitada no mostraron cambios en la estabilidad fisica, de hecho, el valor de M, de los
extractos secos de moringa con silice precipitada fue mayor en comparacién con los de las otras
muestras (Tabla 5.17), indicando la mayor disponibilidad de sitios activos de enlace con agua,
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atribuida a su naturaleza porosa (Evonik, 2015). La contribucion de la silice precipitada en la mezcla
maltodextrina:silice precipitada junto con la capacidad de formacion de pared de la maltodextrina DE-
10 podria explicar la mayor estabilidad fisica y quimica de las particulas obtenidas con esta mezcla en

comparacion con los extractos secos obtenidos con maltodextrina y silice precipitada.

TABLA 5.17 Parametros de los modelos GAB y BET para extractos secos de moringa obtenidos

con diferentes materiales de soporte.

WEhde Temperatura M, (9 a, en 2
Modelo | material de °C) agua)/(100 la M, Cc K R Erp (%)
soporte gs.s.)
MSP3 25 3.449 0.397 | 2.390 | 0.993 | 0.996 | 5.306
MSP3 50 2.587 0.390 | 2.150 | 1.046 | 0.996 | 11.817
MD 25 2.737 0.139 | 28.542 | 1.041 | 0.989 | 10.436
GAB MD 50 6.414 0.605 | 0.394 | 1.002 | 0.997 | 10.627
SP 25 6.735 0.535 | 0.926 | 0.960 | 0.999 | 9.796
SP 50 6.769 0.517 | 1.142 | 0.961 | 1.000 | 2.832
MSP3 25 3.267 0.380 | 2.779 NA | 0.996 | 6.567
MSP3 50 5.891 0.653 | 0.287 NA | 0.979 | 24.917
MD 25 3.772 0.334 | 3.808 NA | 0.969 | 9.606
BET MD 50 6.544 0.605 | 0.387 NA | 0.997 | 10.831
SP 25 4.999 0.444 | 1.530 NA | 0.998 | 15.360
SP 50 5.189 0.425 | 1.861 NA | 0.998 | 10.245

MSP3: 95:5 (p/p) maltodextrina:silice precipitada. MD: maltodextrina. SP: silice precipitada. NA: no

aplica.

Los resultados sugieren que la adsorcion significativa de humedad que se produce a partir del
50% de humedad relativa podria conducir a una disolucién macroscépica del material de soporte y a
una liberacion de los compuestos bioactivos, ocasionando asi una mayor afinidad por el agua y
efectos sobre la estabilidad de la muestra. Los resultados de este trabajo son consistentes con lo
informado por Bott et al. (2010) cuando evaluaron la estabilidad de los extractos secos de Passiflora
alata; y con los resultados reportados por da Silva et al. (2013), quienes estudiaron la estabilidad de

almacenamiento de propdleo secado por aspersion.
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Hace falta realizar el analisis de otros componentes fitoquimicos que podrian estar presentes en
el extracto seco (clorofila, acido ascérbico, carotenoides) y que le confieren otras bio-actividades al
extracto seco de moringa obtenido. De igual forma, se deben evaluar diferentes materiales de
empaque para asegurar la estabilidad fisico-quimica de este producto, pues de estas caracteristicas

depende la calidad del producto resultante.
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6 CONCLUSIONES

Las hojas de moringa contienen cantidades significativas de compuestos bioactivos (fenoles
totales, acido galico, carotenoides totales, acido ascérbico) y actividad antirradical (ensayos DPPH y
ABTS) especialmente cuando los arboles han crecido en suelos con bajo contenido de P y K. Los
factores climaticos (radiaciéon solar, radiaciéon UV, precipitacion y temperatura media) modulan
positivamente la expresion de compuestos bioactivos y de la actividad antirradical de las hojas de

moringa.

Se determinaron las propiedades de transporte necesarias para optimizar el proceso de
extraccion de compuestos bioactivos a partir de hojas de moringa. El modelo propuesto por Castillo-
Santos et al. (2016) describe satisfactoriamente el proceso de extraccion sélido-liquido por lote en
multietapas a contracorriente de hojas secas de moringa, utilizando un disolvente compuesto
(etanol:agua 80:20 p/p) y dos parametros de equilibrio determinados experimentalmente.

Las condiciones de operacion del proceso de secado por aspersion evaluadas en este trabajo
permitieron obtener extractos secos de moringa con retenciones de compuestos fendélicos superiores
al 70%. El modelo termodinamico de Aguirre-Alonso (2016) describe satisfactoriamente el proceso de
secado por aspersion con nitrégeno en ciclo cerrado de extractos etandlicos de moringa, utilizando
variables de estado definidas experimentalmente y las interacciones termodinamicas de los sélidos de

la alimentacion adecuadas.

En las condiciones evaluadas, los extractos secos de moringa mantienen su estabilidad fisica a
30% de humedad relativa. Mas estudios son necesarios para evaluar las condiciones de
almacenamiento y el material de empaque que garanticen la estabilidad fisica del extracto seco y su

composicion.
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APENDICE A
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FIGURA A.1 Curva de calibracion de trolox para la determinacién de actividad antirradical por

ensayo DPPH utilizando como disolvente etanol:agua 80:20 (p/p).
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FIGURA A.2 Curva de calibracion de trolox para la determinacién de actividad antirradical por

ensayo ABTS utilizando como disolvente etanol:agua 80:20 (p/p).
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y = 1.0338x + 0.0039
R2=0.9974
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FIGURA A.3 Curva de calibracion de &acido galico para la determinacion del contenido de fenoles

totales utilizando como disolvente etanol:agua 80:20 (p/p).
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APENDICE B

La curva de calibracion de la Figura B.1 se realizé con una solucién madre de acido galico de 0.1
mg-mL™?, la cual se diluyé a 0.00625, 0.01250, 0.02500, 0.05000, 0.02500 y 0.07500 mg-mL™. Mientras
que la curva de calibracion de la Figura B.2 se realizé con una solucién madre de &cido gélico de 0.1
mg-mL™" la cual se diluyé a 0.00625, 0.01250, 0.02500 y 0.05000 mg-mL™.
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FIGURA B.1 Curva de calibracion de acido galico (pureza: 97.9%) por HPLC. Concentracion de
acido galico (en mg-mL™) versus area de los picos (en unidades definidas por procedimiento,
p.d.u. por sus siglas en inglés). Inyeccién de 10 pL. Deteccién a 260 nm, velocidad de flujo de 1.30
mL-min™, columna C18 (150 mm x 4.6 mm, tamaiio de particula 5 pm) y elucién isocratica: 60%

acido acético al 1% en agua y 40% metanol.
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FIGURA B.2 Curva de calibracion de acido galico (pureza: 97.9%) por HPLC. Concentracion de
acido galico (en mg-mL™) versus &area de los picos (en unidades definidas por procedimiento,
p.d.u. por sus siglas en inglés). Inyeccién de 20 pyL. Deteccién a 260 nm, velocidad de flujo de 1.30
mL-min™, columna C18 (150 mm x 4.6 mm, tamaiio de particula 5 pm) y elucién isocratica: 60%

acido acético al 1% en aguay 40% metanol.
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APENDICE C
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FIGURA C.1 Curva de calibracién de kaempferol-3-glucésido (pureza: > 99.0%) por UHPLC.
Concentracion de kaempferol-3-glucésido (en mg-mL™) versus area de los picos (en unidades

definidas por procedimiento, p.d.u. por sus siglas en inglés).
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FIGURA C.2 Curva de calibraciéon de quercetina-3-rutinésido (rutina) (pureza: 99.5%) por UHPLC.
Concentracion de acido galico (en mg-mL™) versus area de los picos (en unidades definidas por

procedimiento, p.d.u. por sus siglas en inglés).
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