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RESUMEN

Se realiz6 una revision bibliografica sobre la recuperacion de compuestos
bioactivos (antocianinas, flavonoides y compuestos fendlicos, entre otros) de
subproductos de la industria alimentaria que son desechados sin considerar que, una
vez extraidos, pueden ser utilizados como aditivos o ingredientes para mejorar las
propiedades de los alimentos. De esta forma se contribuye a valorizar esos
subproductos de la industria alimentaria. Como techologia estudiada para la
recuperacion de estos compuestos bioactivos, se ha seleccionado la extraccion
mediante mezclas etanol/agua presurizadas (PAE), tanto a temperaturas bajas como
superiores a 100 °C. Se ha podido comprobar que la adicion de etanol en el agua, en
proporciones variables, mejora la solubilidad de determinados compuestos bioactivos
obtenidos a partir de diferentes matrices, como son los residuos de mora, cascara de
maracuya, cebada cerosa, entre otras. Frente a otros procesos de extraccion el empleo
de PAE permite la extraccién de familias mas amplias de componentes antioxidantes y
disminuye los compuestos de oscurecimiento de las reacciones de Maillard,
minimizando las reacciones de fragmentacion. La tecnologia PAE presenta otras
ventajas como selectividad, menores tiempos de operacién y rendimientos de extraccion
mas altos. De igual manera se considera una técnica de extraccion verde, dado que los
métodos de extraccion convencionales de este tipo de compuestos, se basan en el uso
de disolventes organicos, generalmente toxicos y consumidos en grandes proporciones.

1. INTRODUCCION

La industria alimentaria genera una elevada cantidad de subproductos que
contienen un reservorio de carbohidratos, proteinas, lipidos, nutracéuticos vy
compuestos bioactivos que pueden formar las materias primas para la elaboracién de
otros productos comercialmente importantes (Ravindran & Jaiswal, 2016). Desechar
alimentos aun comestibles o que podrian utilizarse como materia prima en la industria,
causa pérdidas econdémicas, afectando la economia y generando un fuerte impacto en
el medio ambiente. Segun el estudio del programa FUSIONS del Séptimo Programa
Marco realizado en el 2019 por la Comision Europea, en la UE se desperdician
anualmente unos 88 millones de toneladas de alimentos, lo que supone unos costes
estimados en 143.000 millones de euros. La mitad de las frutas y verduras producidas
en todo el mundo forman parte de estos desperdicios, descartando en ellos buenas
fuentes de polifenoles, carotenoides y acidos grasos, compuestos bioactivos que tienen
muchos beneficios para la salud (Santos et al., 2019; Ou & Kwok, 2004).

Los datos primarios de los paises en desarrollo indican que las industrias a gran
escala procesan residuos de productos alimentarios en biogas o lo compostan para
obtener biofertilizante. Los desechos de las industrias de procesamiento organizadas y
no organizadas, con la excepcibn de muy pocas instalaciones importantes de
compostaje y generacion de biogéas, se eliminan en su mayor parte a través de sistemas
municipales de eliminacién de desechos (Banerjee et al., 2017). Por lo tanto, se ha
despertado el interés en la recuperacién de estos subproductos como materia prima
para el procesamiento de nuevos alimentos y productos farmacéuticos ya que agrega
valor al desperdicio de alimentos y reduce su eliminacién al medio ambiente (Machado
et al., 2015).

Ademas, la disponibilidad de los subproductos alimentarios ha animado a
investigadores a realizar estudios detallados sobre el valor agregado de los desechos,
su posible uso como materia prima y potencial contenido de compuestos bioactivos. A
partir de estos residuos se puede obtener extractos ricos en compuestos bioactivos que
sean usados como aditivos alimentarios que mejoren el perfil nutricional de aquéllos
alimentos en los que se incorporen. El uso de extractos de plantas en los alimentos esta
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regulado por la Ley General de Alimentos (178/2002/CE), que asigna la responsabilidad
legal principal para la seguridad de productos puestos en el mercado para operadores
comerciales. Este reglamento establece la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) (Bart, 2011).

Los compuestos bioactivos o fitoquimicos se encuentran en frutas (uvas, mango,
granada, citricos), vegetales (repollo, papa, cebolla, pimientos), cereales (cebada, arroz,
lino) y hierbas (t¢é verde, romero, orégano, ginseng) y comprenden una serie de
compuestos fendlicos (flavonoles, antocianinas, catequinas), polisacaridos (azUcares,
almidén, hemicelulosa, celulosa) y otros (alcaloides, aceites esenciales, etc.). Los
compuestos fendlicos tienen actividades antioxidantes y antimicrobianas y su consumo
se ha correlacionado con una menor incidencia de cancer, enfermedades cardiacas y
diabetes. Los polisacaridos también se consideran fitoquimicos importantes que se
pueden usar en varias aplicaciones alimentarias, farmacéuticas y de combustible
(Saldafia & Valdivieso-Ramirez, 2015). La actividad antioxidante de los compuestos
bioactivos los hace de especial interés para la industria alimentaria, quien se ha alejado
del uso de antioxidantes sintéticos como el hidroxitolueno butilado por su presunta
carcinogenicidad y por la preferencia del consumidor para elegir productos con
ingredientes naturales, inclinados cada vez mas por una alimentacion saludable y
menos artificial (Barttomiej et al., 2012; Elder et al., 2019).

Por ejemplo,las cascaras, orujo y semillas de desechos de procesamiento de frutas
podrian ser una buena materia prima para la recuperacion de pectina, lipidos,
flavonoides vy fibras dietéticas (Banerjee et al., 2017). El salvado de arroz, trigo y maiz,
son unas de las principales fuentes de residuos agricolas, ricos en fibra, proteinas,
minerales, vitaminas y compuestos bioactivos como tocoferoles, polifenoles y
alquilresorcinoles, un antioxidante natural (Ravindran & Jaiswal, 2016; Chiou et al.,
2012).

La recuperacion de los compuestos bioactivos de los materiales vegetales puede
realizarse mediante diversas técnicas clasicas de extraccién. La mayoria de estas
técnicas se basan en el poder de extraccion de diferentes solventes organicos y de la
aplicacion de calor (Azmir et al., 2013). Las técnicas clasicas existentes para obtener
compuestos bioactivos de las plantas son: extraccion Soxhlet, maceracion e
hidrodestilacion. La extraccion de Soxhlet, fue disefiada principalmente para la
extraccion de lipidos. Consiste en evaporar el disolvente que ha sido mezclado con el
sdlido que contiene el compuesto a extraer. Este solvente se condensa y regresa a la
camara del disolvente separando los compuestos extraidos hasta llegar a una
concentracion deseada. Se ha utilizado ampliamente para extraer valiosos compuestos
bioactivos de diversas fuentes naturales y como modelo para la comparacién de nuevas
alternativas de extraccion. En el estudio de la extraccion de los compuestos bioactivos
de la cascara de feijoa, se obtuvo que la extraccion por Soxhlet aunque permite un alto
rendimiento de recuperacion, la calidad del extracto referida al contenido total de
polifenoles es menor que en una técnica no convencional, como la extraccion liquida
presurizada (Azmir et al., 2013;Santos et al., 2019).

La maceracion, se convirti6 en una forma popular y econémica de obtener aceites
esenciales y compuestos bioactivos. Se realiza siguiendo tres pasos, la molienda de
materiales vegetales en particulas pequefias para mayor superficie de contacto con el
solvente, la adicion de un solvente en un recipiente adecuado cerrado y la filtracion del
liquido. La hidrodestilacion, también permite la extraccion de compuestos bioactivos y
aceites esenciales de las plantas. Implica tres procesos fisicoquimicos principales,
hidrodifusion, hidrdlisis y descomposicion por calor. A una temperatura de extraccion
alta, pueden perderse algunos componentes volatiles. Este inconveniente limita su uso
para la extraccion de compuestos termolabiles.



Para el uso de un determinado disolvente en estos procesos convencionales de
extraccion, hay regulaciones a considerar si los productos recuperados se van a utilizar
en alimentos, como la norma del uso de solvente apropiado, segun el documento
presentado por la Directiva 2009/32/CE del Parlamento Europeo. En esta normativa, se
exponen los disolventes de extraccibn cuya utilizacion esta autorizada para el
tratamiento de materias primas, productos alimenticios, componentes de productos
alimenticios o de sus ingredientes. Algunos de estos disolventes son el propano, butano,
acetato de etilo, etanol, anhidrido carbonico, protéxido de hidrégeno y acetona (excepto
para el refinado de aceite de orujo de oliva). En el caso de otros disolventes como el
hexano, acetato de metilo, metiletilacetona, diclorometano, metanol, propanol-2, éter
dimetilico, butanol-1, butanol-2, propano-1 y 1,1,1,2-tetrafluoroetano, su uso se ve
limitado a ciertas condiciones de utilizacion y a un contenido maximo en residuos de los
productos alimenticios segun el Real Decreto 1101/2011, de 22 de julio, por el que se
aprueba la lista positiva de los disolventes de extraccion que se pueden utilizar en la
fabricacion de productos alimenticios y de sus ingredientes. 2011. Nam. Disposicion
14223 del BOE num. 208.

En la Tabla 1, se recogen algunos ejemplos de los solventes que permiten la
recuperacion de determinados compuestos bioactivos. La polaridad del compuesto
objetivo es el factor mas importante para su eleccién. La afinidad molecular entre el
solvente y el soluto, la transferencia de masa, el uso de codisolventes, la seguridad
ambiental, la toxicidad humana y la viabilidad financiera también deben considerarse en
la seleccion del solvente para la extraccion de compuestos bioactivos (Azmir et al.,
2013).

Tabla 1. Solventes organicos utilizados para la extraccion de compuestos bioactivos.

Agua Etanol Metanol Cloroformo Diclorometano Eter Acetona
Antocianinas Taninos Antocianina  Terpenoides Terpenoides Alcaloides  Flavonoides
Taninos Polifenoles  Terpenoides Flavonoides Terpenoide

Saponinas Flavonol Saponinas

Terpenoides Terpenoides Taninos
Alcaloides Flavonas

Polifenoles
(Azmir et al., 2013, adaptado de Cowan, 1999)

Gran parte de los disolventes empleados son téxicos ademas de perjudiciales para
el medio ambiente, por lo que deben separarse del extracto final (Starmans & Nijhuis,
1996). Para ello, se requieren procedimientos de eliminacién de solventes estrictos,
siempre que los productos o extractos se preparen para alimentos o usos medicos.
Ademas, los solventes en si mismos pueden ser costosos de obtener con alta purezay,
a menudo, no pueden eliminarse facilmente, lo que requiere tiempo y dinero (Munir et
al., 2018). Aparte de la toxicidad de los disolventes empleados, los procesos de
extraccién convencionales presentan otra serie de inconvenientes que han de ser
abordados: el material vegetal debe ser pre-tratado para obtener rendimientos de
extraccién razonables (maceracion, corte, secado y rotura, molienda criogénica)
(Starmans & Nijhuis, 1996); comprenden un elevado consumo del disolvente, que como
ya se ha indicado es toxico, por ejemplo, la recuperacion de compuestos bioactivos y
antocianinas de residuos de jucara mediante la extraccion convencional, requiere
aproximadamente 150 mL de etanol por cada 3 g de residuo de fruta, lo cual conlleva a
una pérdida de solvente y de tiempo, asi como a una baja calidad del compuesto
recuperado (menor actividad antioxidante) (Garcia-Mendoza et al., 2017).

Con respecto a la duracion de la extraccion, en las técnicas convencionales se
necesita de un tiempo prolongado, como en el caso de la recuperacion de fendlicos
libres donde la extraccion puede durar hasta 24 h en un tanque agitado a temperatura
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controlada usando metanol o acetona a concentraciones de hasta 70% (O. Benito-
Roman et al., 2015). Por otro lado, la extraccion durante un amplio periodo de tiempo
usando altas temperaturas, puede causar la descomposicion de ciertos compuestos
fendlicos como las antocianinas y también puede conducir a la pérdida de su
bioactividad (Belwal et al., 2018).

En consecuencia, existe la necesidad de disponer de técnicas de extraccion y/o
solventes gque no sean toxicos, que permitan mejorar el rendimiento y calidad de los
compuestos bioactivos recuperados. En este sentido, el empleo de fluidos presurizados
conocido también como extraccion de liquido a presion (PLE, en sus siglas en inglés),
permite superar algunas de las limitaciones de los procesos de extraccion convencional.
En comparacion con la extraccion tradicional, disminuye el consumo de tiempo, el uso
de solventes y es considerada una técnica de extraccion verde (lbafiez et al., 2012;
Richter et al., 1996). Dadas estas ventajas, se ha aplicado con éxito para extraer
compuestos bioactivos de diferentes materiales vegetales (Azmir et al., 2013). El
solvente que se emplea tiene un menor consumo y baja toxicidad como el caso del agua,
el etanol e incluso una mezcla de ambos que reemplaza formas mas téxicas como
metanol, cloroformo y diclorometano (Lee et al., 2011). Un ejemplo del estudio de la
eficiencia de estos solventes en este procedimiento, se analizé en la extraccion de
flavonoides de las espinacas por PLE, en el cual la mezcla de etanol y agua (70:30) fue
mas eficiente que la extraccion con el agua pura (Howard & Pandjaitan, 2008).

En el presente trabajo, se ha realizado una revision bibliografica acerca del empleo
de mezclas de etanol/agua presurizadas como disolvente para la recuperacién de
compuestos bioactivos de diferentes materias primas, especialmente, de subproductos
de la industria alimentaria. La importancia de este estudio radica en conocer el efecto
del contenido en etanol empleado en las mezclas etanol/agua presurizadas sobre la
efectividad en la recuperacion de los compuestos bioactivos y como puede influir en la
actividad antioxidante de los mismos, asi como el efecto de otras variables de operacion
como la temperatura, presion o tiempo de operacion.

2. OBJETIVOS

De forma general, el objetivo del presente trabajo ha sido realizar un estudio
bibliografico de la recuperacibn de compuestos bioactivos (antioxidantes) de
subproductos de la industria alimentaria mediante el empleo de fluidos presurizados, en
particular con mezclas etanol/agua.

Asimismo se han fijado los siguientes objetivos parciales:

e Evaluar la necesidad de la obtencién de compuestos bioactivos de subproductos de
la industria alimentaria, para la valorizacién de estos subproductos.

e Comparar los métodos convencionales de extraccion de compuestos bioactivos con
procesos alternativos de extraccion basados en fluidos presurizados.

e Comparar el efecto del solvente (agua y mezcla agua/etanol) en la extraccion liquida
presurizada de compuestos bioactivos en subproductos de la industria alimentaria.

e Estudiar las condiciones de operacion utilizadas para la extraccién de compuestos
bioactivos (equipos de extraccion, condiciones de operacion, actividad antioxidante)
de distintas materias primas.



3. PROCESOS ALTERNATIVOS DE EXTRACCION BASADOS EN FLUIDOS
PRESURIZADOS (PHW Y PAE)

Conocidas las desventajas de la extraccion convencional de compuestos
bioactivos, han surgido tecnologias emergentes de fluidos presurizados que utilizan
solventes ecoldgicos, como agua caliente presurizada o agua subcritica (Pressurized
Hot Water, PHW), etanol acuoso presurizado (Pressurized Aqueous Ethanol, PAE) y
CO. supercritico (SC-CO;) que pueden utilizarse para la produccion de fitoquimicos a
partir de una variedad de biomasas (Saldafia & Valdivieso-Ramirez, 2015). EI CO- en
condiciones supercriticas (presion y temperatura por encima de las criticas: 7 MPa y 31
°C respectivamente) destaca por su baja polaridad, lo que recomienda su uso para la
extraccion de lipidos o aceites de fuentes naturales. Este hecho limita su aplicacion para
la extraccion de compuestos fendélicos, que necesitan un disolvente con cierta polaridad.
Para mejorar su polaridad se puede emplear etanol o algun otro disolvente (agua,
metanol, etc.) como modificador, de manera que su polaridad se incremente y se puedan
recuperar compuestos fendlicos. El agua caliente presurizada o las mezclas etanol agua
presurizadas permiten superar estas limitaciones (O. Benito-Roman et al., 2019). La
extraccion con liquidos presurizados (PLE), aparecié como alternativa para la extraccion
y fraccionamiento de productos naturales, ya que permite una extraccion mas rapida y
reduce el consumo de solventes a través de una tecnologia "verde" (Machado et al.,
2015).

El principio basico de extraccion liquida a presion (PLE) se basa en el uso de
solventes para realizar extracciones a altas presiones y temperaturas, siempre por
debajo de sus puntos criticos, de modo que el estado liquido del solvente se mantenga
durante todo el proceso de extraccién. Por ejemplo, en el caso del agua se trabaja a
temperaturas por encima de la ebullicion (100 °C) pero por debajo de la temperatura
critica (374 °C) aplicando la presion necesaria para mantenerla en estado liquido
durante todo el proceso de extraccion. Al aplicar esas condiciones, resultan procesos
de extraccion mas rapidos, en los cuales, se obtienen rendimientos mas altos con bajos
volumenes de solventes, disminuyendo asi la dilucién del extracto final. Esto se debe a
mejoras en la transferencia de materia (con el aumento de temperatura por encima de
sus puntos de ebulliciébn y presién), aumento de la solubilidad de los analitos en el
disolvente por la disminucion de la viscosidad del disolvente y de la tension superficial
(lo que permite una mejor penetracion del disolvente en la matriz) (Herrero et al., 2013),
una cinética de extraccién mas prominente por la difusividad mejorada del solvente y la
matriz de la planta y a la ruptura de las fuerzas de unién (dipolo-dipolo, van der Waals y
H2) que facilita la difusion de compuestos fendlicos dirigidos a las superficies externas
de matrices sélidas (Ameer et al., 2017). Estas caracteristicas, indican que la eficiencia
de una extraccién depende de las condiciones en las cuales se realiza (temperatura,
presion, tiempo de extraccién), asi como de la naturaleza de la muestra y de los analitos
a extraer (Kronholm et al., 2007). Usando PLE, se logra una tasa de extraccion
relativamente mas rapida debido a una combinacién de la interaccién del solvente
liquido con las moléculas de la matriz y temperatura y presiones elevadas para la
extraccion eficiente de componentes especificos.

Aun cuando existen otras técnicas para extraer compuestos bioactivos, como la
extraccion asistida por microondas y la extraccion asistida por ultrasonido, estas son
mas lentas (aproximadamente cinco veces en comparacion con la extraccion de agua
subcritica), requieren una fuente de energia alternativa y son ineficientes en
comparacion con PLE (Munir et al., 2018; Wang et al., 2017). La extraccion asistida por
microondas implica un largo tiempo de extraccion y se dispone de poca informacién
sobre las condiciones adecuadas para extraer compuestos bioactivos (Kala et al.,
2016), mientras que la extraccion asistida por ultrasonido debe realizarse con cuidado



ya que puede degradar rdpidamente los compuestos bioactivos (Veggi et al., 2014; Zhao
et al., 2006).

3.1 Extraccién con agua caliente presurizada (PHW)

La extraccién con agua caliente presurizada (PHW), es una técnica de extraccién
que ofrece una serie de ventajas en comparacién con los métodos tradicionales de
extraccion con solventes (Munir et al., 2018), una de ellas es la poca toxicidad, dado
que sblo se emplea agua como disolvente (Wang et al., 2017). El término "agua caliente
a presion” se utiliza para denotar la regién de la fase condensada de agua entre el rango
de temperatura de 100 °C (punto de ebullicion del agua) a 374 °C (punto critico del
agua), el efecto de presion sobre las propiedades del agua es minimo, pero el aumento
de presidn puede facilitar la extraccion de muestras donde los analitos quedan
atrapados en los poros de la matriz ya que permite mantener el agua en su fase liquida.

Las propiedades de agua se ven modificadas a temperaturas elevadas con lo cual
aumenta la capacidad del fluido para solubilizar analitos. Hay una viscosidad reducida y
una difusividad mejorada del agua para permitir una mejor penetraciéon a través de las
particulas de la matriz (Teo et al., 2010), por ejemplo, en la recuperacion de compuestos
fendlicos de las pieles de cebolla con este proceso, la eficiencia de la extraccion se ve
afectada por la temperatura de extraccion y el tamafio de la particula (Munir et al., 2018).
Otros cambios en las propiedades del agua estan relacionados con la variacién en su
polaridad. La constante dieléctrica del agua es aproximadamente 80 a temperatura
ambiente, sin embargo, este valor disminuye a 27 a 250 °C, valor que se encuentra
cercano al del metanol y el etanol a 25 °C (33 y 24 respectivamente), es decir, a una
temperatura elevada, la constante dieléctrica reducida del agua mejora sus propiedades
de disolucion al tener un valor similar a la del etanol (Wiboonsirikul & Adachi, 2008; Ong
et al., 2006). Otras ventajas de la extraccion PHW, son:

e Evita el consumo de solventes organicos disminuyendo asi problemas
medioambientales.

e Elevada eficiencia de extraccion gracias a la mejora en los efectos de solubilidad
y transferencia de masa asi como una mayor interrupcion del equilibrio de la
superficie (Teo et al., 2010).

o Tiempos de extraccién cortos.

Sin embargo, se han reportado algunas desventajas asociadas a PHW si las
temperaturas de extraccion son elevadas como la formacion de aldehidos y posibles
compuestos generados por las reacciones de Maillard (Saldafia & Valdivieso-Ramirez,
2015), ademas de la posible degradacion de algunos compuestos fendlicos si también
se emplean tiempos prolongados. Otro inconveniente de las altas temperaturas usando
PHW, es la extraccién de algunas proteinas y polisacaridos, disminuyendo asi la
selectividad de la recuperacion (Santos et al., 2019).

3.2 Extraccion con etanol acuoso presurizado (PAE)

La adicion de algunos modificadores y aditivos organicos e inorgéanicos pueden
mejorar la solubilidad de los analitos en el extractante, aumentar las interacciones de
los analitos con el agua y mejorar las tasas de recuperacion de los compuestos objetivos
(Teo et al., 2010; Ameer et al., 2017). Agregar etanol al agua como modificador permite
extraer quimicos polares y no polares de diferentes matrices, logra aumentar la
solubilidad de los compuestos bioactivos de baja polaridad, como los compuestos
fendlicos (Tangkhavanich et al., 2013, Klinchongkon et al., 2017; Saldafia & Valdivieso-
Ramirez, 2015). Es decir, mejora las propiedades solventes de PHW para extraer
familias ma&s amplias de componentes antioxidantes, tal y como se determiné en el
trabajo de O. Benito-Roman et al. (2015), donde la adicién de etanol, redujo la cantidad
de &cido galico extraido, pero recupero acido siringico, acido clorogénico, naringenina y
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acido ferdlico. El uso de etanol rompe los enlaces lignina-fendlicos, enlaces de éter de
los fendlicos con la lignina, facilitando la despolimerizacién de la lignina, como también
se observo en la extraccidén de acido ferulicos del salvado de arroz (Pazo-Cepeda et al.,
2020). Esto ocurre ya que el PAE contiene especies idnicas adicionales de etanol en la
solucién con una constante dieléctrica, mas baja que permite la despolimerizaciéon de
hemicelulosas y ligninas, produciendo una mayor cantidad de fenoles que la obtenida
usando solo agua a presion. La constante dieléctrica del agua a 135 °C es
aproximadamente de 47 y la del etanol a la misma temperatura es de aproximadamente
11 (Dannhauser & Bahe, 1964). Estas caracteristicas permiten que la adicion de etanol,
reduzca la temperatura 6ptima del proceso y mejore la eficiencia de extraccién de
polifenoles (Mariotti-Celis et al., 2018), aunque disminuya el rendimiento de la extraccion
por el cambio de solubilidad de la mezcla hidroalcohdlica, como se determind en la
extraccion de la calabaza amarga (Syahariza et al., 2017) por ser una extraccion mas
selectiva que PHW.

Por otra parte, el etanol en agua subcritica puede afectar negativamente la
capacidad de extraccion de los carbohidratos, aunque la coextraccion de moléculas de
baja polaridad, especialmente fitoquimicos bioactivos, deberia agregar mas
funcionalidad para obtener carbohidratos (Klinchongkon et al., 2017). En el caso de la
extraccion de B-glucanos, polisacaridos sin almidén, un alto contenido de etanol
disminuye su rendimiento aunque recupera B-glucanos de mayor peso molecular,
evitando su despolimerizacion y la formacién de los productos de degradacion de los
monomeros (O. Benito-Roman et al., 2015). Incluso agregar una pequefia cantidad de
etanol en el disolvente (16%), puede disminuir hasta en un 50% el contenido de
productos de la reaccién de Maillard como el hidroxi metil furfural (HMF) (Mariotti-Celis
et al., 2018).

3.3 Extraccién con etanol puro presurizado

El etanol puro, es otro de los disolventes utilizados en la extraccion liquida a presion
para la recuperacion de compuestos bioactivos. Segun ciertas investigaciones como la
de Battistella Lasta et al. (2019), el etanol puro como solvente puede mejorar la
selectividad de la extraccion en las hojas y tallos de la remolacha, con un incremento en
el contenido fendlico. De la misma manera ocurrio al utilizar hojas de mango
(Fernandez-Ponce et al., 2015), el etanol puro permitié rendimientos globales mas bajos
pero resultd ser mas selectivo favoreciendo la recuperacion de flavonoles, mangiferina
y derivados de benzofenona, sin embargo, la actividad antioxidante y el contenido de
acido galico (usado como antioxidante y conservante en la industria alimentaria) fue
mayor en agua y mezclas hidroalcohdlicas. Aunque estos estudios parecen afirmar que
usar etanol puro es mas eficiente, la desventaja del uso de este solvente, se asocia a
términos econémicos y de sostenibilidad, ya que las mezclas hidroalcohdlicas son mas
favorables que los alcoholes puros (Mustafa & Turner, 2011). Ademas, otros autores
como Pazo-Cepeda et al. (2020), han destacado las mejoras en contenido fendlico y
actividad antioxidantes que confiere usar etanol acuoso en las extracciones por PLE,
datos que se exponen mas adelante en la Tabla 2.

4. METODOLOGIAS PARA EXTRACCION CON FLUIDOS PRESURIZADOS
(ETANOL Y AGUA)

Si bien la temperatura, la presion y el tiempo son parametros que influyen en la
extraccion, el equipo que se utiliza para este proceso y el tratamiento de las muestras
antes de ser tratadas, son aspectos también importantes en la recuperacién de los
compuestos bioactivos mediante PLE, ambos se detallan a continuacion.



4.1 Tratamiento de las muestras

La selectividad y eficiencia de la extraccion de PLE se ve afectada por las
caracteristicas de la matriz del subproducto y por la naturaleza del compuesto objetivo.
El comportamiento de unién relativa del analito con el disolvente de extraccién
(solvatacién) se ve afectado por el contenido de humedad de la matriz y la distribucion
del tamafio de la particula. El tamafio de la particula de la muestra, debe ser apropiado
para maximizar la superficie de contacto y evitar los efectos de canalizacion
(aglomeracién de particulas), ya que este parametro influye en los rendimientos de la
extraccion, en la velocidad de la transferencia de masa (disminucion de las rutas de
difusién) y en la cinética de extraccion de varios compuestos (Ameer et al., 2017;
Arapitsas & Turner, 2008; Ong et al., 2006). En algunas aplicaciones, los dispersantes
(por ejemplo, perlas de vidrio) se introducen junto con la muestra en el recipiente de
extraccion para favorecer la distribucion uniforme de la muestra y el extractante. La
agitacion también se puede utilizar para evitar la formacion de aglomerados (Plaza &
Turner, 2015). Por lo tanto, es necesario el tratamiento previo de las muestras antes de
cargarlas en la celda de extraccion. Dicho tratamiento depende del tipo de residuo a
tratar, de manera general consiste en una etapa de secado que se realiza al aire o por
congelacioén, luego la molienda de la muestra hasta lograr un tamafio entre 100-1000 um
y por ultimo el tamizado con tamiz de aproximadamente 2 mm (Ong et al., 2006).

4.2 Equipos para las extracciones

En general la extraccion se lleva a cabo dentro de un recipiente de acero inoxidable
gue soporta elevadas presiones (R.R. Huerta & Saldafia, 2018). Ademas del extractor
donde se coloca la materia prima, los montajes para realizar la extraccién constan
generalmente de una bomba de alta presion para inducir el solvente al extractor, un
sistema de calentamiento (horno o resistencia eléctrica) y una valvula que permite
regular la presion del sistema (back pressure regulator).
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Figura 1. Principio esquematico operacional y mecanismo del sistema de extraccion de liquido
a presion (PLE)(Ameer et al., 2017)

El sistema puede equiparse con un dispositivo refrigerante para un enfriamiento
rapido del extracto resultante (Herrero et al., 2006) y evitar asi permanecer a altas
temperaturas durante un tiempo prolongado y que pueda inducir su degradacion. En la
Figura 1, se muestra un esquema en el que se pueden ver los diferentes elementos
necesarios para hacer la extraccion con fluidos presurizados. Los equipos utilizados
para realizar una extraccion de liquido a presidn pueden ser: sistemas por lotes
(estéticos) y sistemas de flujo continuo y/o semicontinuos (dinamicos). A continuacion
se van a presentar las caracteristicas mas importantes de cada uno de ellos.



4.2.1 Sistema por lotes (estaticos)

No requiere una bomba, aunque se puede usar una opcional para suministrar agua
al recipiente de extraccion. La presion de la operacién se eleva al calentar el recipiente
hasta la presion de saturacién a una temperatura de trabajo dada. La conveccion se
logra usando un agitador para acelerar la transferencia como el que se identifica en la
Figura 2. El recipiente de extraccién es mas ancho que el utilizado en el sistema de flujo

continuo.
Stirrer

Heating

device

2
- Extraction

vessel

Figura 2. Partes principales de un sistema de flujo por lotes (estatico) (Plaza & Turner, 2015)

Ser un sistema mas simple y facil de usar, que no necesita una bomba ni un
limitador de presién (siempre y cuando se controle la velocidad de la extraccién), son
sus principales ventajas. Sin embargo, el tiempo de residencia de los analitos es mucho
mas largo, porque tanto el calentamiento como el enfriamiento del extractor son lentos,
lo que puede ocasionar que los analitos térmicamente labiles se degraden. El tiempo de
extraccion afecta tanto la eficiencia de extraccion como el grado de degradacién de los
analitos. El equilibrio para la distribucion de analitos desde la matriz de muestra al
extractante, se estabilizara después de algun tiempo, ya que el volumen del extractante
es constante. Por lo tanto, en este caso, la eficiencia de la extraccion depende de la
relacion de distribucion de los analitos en el solvente de extraccion (Plaza & Turner,
2015). En el estudio sobre la recuperacion de compuestos fendélicos a partir de la piel de
cebolla, la extraccion se llevé a cabo en un reactor comercial de 1 L (reactor de alta
presion Serie 4540; Parr Instrument Company, EE. UU.), donde se utilizé varios ciclos
de extraccion estatica (Choi et al., 2015). Estos equipos también pueden ser disefiados
y ensamblados por el propio grupo de investigacion, un ejemplo de ello se observo en
la extraccion de compuestos bioactivos de la cascara de feijoa (Acca sellowiana (O.
Berg) Burret). Los experimentos de PLE se llevaron a cabo en un equipo personalizado
ensamblado en el Laboratorio de Termodinamica y Tecnologia Supercritica (LATESC,
UFSC, Floriano6polis, SC, Brasil), donde utilizaron una bomba de HPLC (Waters, 515
HPLC, Milford, MA, EE. UU.) (Santos et al., 2019).

4.2.2 Sistema de flujo continuo y/o semicontinuo (dinamicos)

En la Figura 3 se muestra el diagrama del sistema de flujo continuo. En este se
necesita una bomba para controlar el flujo, puede ser una bomba HPLC, la cual
suministra agua al recipiente de extraccion y debe poder alcanzar la presion necesaria
para mantener el agua en estado liquido durante el proceso de extraccion (normalmente
de 3.5 a 20 MPa). El control de la presion, temperaturas y presiones moderadas (es
decir, condiciones de extraccion tipicas para compuestos bioactivos de 100-200 °C y
5-10 MPa), se puede utilizar una columna de HPLC vacia como recipiente de
extracciéon. Sin embargo, si se van a usar temperaturas cercanas al punto critico (es
decir, por encima de 250 °C hacia 374 °C), el recipiente de extraccion debe ser de una
aleacion de metal resistente a la corrosion, para evitar la corrosion del recipiente.
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Figura 3. Partes de un sistema de flujo continuo (dindmico) (Plaza & Turner, 2015)

Una de las ventajas de este sistema es el tiempo de residencia de los analitos en
el agua, a altas temperaturas es mas corto que en el sistema por lotes, ya que el
disolvente fresco se bombea continuamente a través del recipiente de extraccion hacia
el vial de recolecciéon. Permite controlar la cinética de extraccion y la degradacién del
analito, ya que la velocidad del flujo controlara el tiempo de residencia. Uno de los
desafios, es la obstruccion de las tuberias el agua con los analitos extraidos se enfria a
temperaturas a las que algunos de los analitos extraidos ya no son solubles, por lo que
precipitan y bloquean el tubo. Se puede solventar usando una cinta calefactora
alrededor del tubo de la salido del horno o usar una bomba adicional para lavar las
tuberias después del recipiente de extraccion (Plaza & Turner, 2015).En cualquier caso,
debe tenerse en cuenta, la temperatura y presion de funcionamiento maximas, el
material del recipiente de extraccién (se deben utilizar materiales resistentes a la
corrosion) y las precauciones generales de seguridad (Herrero et al., 2013; Plaza &
Turner, 2015).

4.3 Ejemplos de extracciones

A continuacion se indican y comentan los resultados de las investigaciones sobre
una serie de subproductos de la industria alimentaria utilizados como materia prima en
la extraccién de compuestos bioactivos. En cada uno de ellos se utiliza la extracciéon
liguida a presién con diferentes proporciones de la mezcla de etanol/agua como
solvente.

4.3.1 Residuos de mora (Rubus fructicosus L.)

En la industria alimentaria, las moras se usan para producir suplementos dietéticos,
Zumos, yogures, helados, jaleas y otros dulces (Kafkas et al., 2006). Considerando que
es una fruta con una fuente importante de compuestos fendlicos, como acidos fendlicos,
taninos, elagitaninos, flavonoides y antocianinas, se realiz6 un estudio sobre la
extraccion de compuestos bioactivos (antocianinas y contenido fendlico total) de los
residuos de mora (Machado et al., 2015). En esta investigacion, la extraccion liquida
presurizada (PLE) se realiz6 en un sistema a de flujo continuo, en una unidad similar a
la representada en la Figura 1. En la celda de extraccién se colocaron 5 g de residuos
de mora (bagazos de cascara y semillas), se probaron diferentes temperaturas, 60, 80
y 100 °C, utilizando agua pura, etanol puro, agua/etanol (50% v/v) y agua acidificada
(pH=2.5) como solventes. Se evaluaron un total de 12 condiciones diferentes, todas a
una presion de 750 bar, tiempo de 30 min y una relacion disolvente/masa de
alimentacién constante. Las velocidades de flujo variaron para cada solvente (3,00
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mL/min para agua acidificada y agua pura; 3,80 mL/min para etanol puro; y 3,35 mL/min
para agua/etanol 50% v/v), tomando en cuenta que sus densidades no son las mismas.

El efecto del incremento de la temperatura se observo de la misma manera en todos
los solventes aplicados, aumentd el rendimiento del extracto y el contenido fenélico total
(TPC). De la misma manera, aumentd la actividad antioxidante (AA) debido a la posible
formacion de productos de la reacciébn de Maillard (relacionados también con el
oscurecimiento de las muestras en la extraccion) y a la presencia de otros compuestos
fendlicos como las procianidinas y los acidos fendlicos ya que las altas temperaturas
disminuian el contenido de antocianinas. Para conocer el contenido fendlico total (TPC)
de los extractos, se usé el método espectrofotométrico de Folin Ciocalteau expresado
como mg equivalentes de acido galico (GAE), patrén que se emplea para hacer la recta
de calibrado en este método, en el caso de las antocianinas monoméricas (MA) se
empledé el método de pH diferencial, expresado en mg de cianidin-3-rutinésido
equivalente (C3RE)/g de residuo. La actividad antioxidante (AA) se evalué con el método
DPPH (1,1-difenil-2-picrylhydrazyl) expresado como mmol equivalente de Trolox (mg
TE/g de residuo).

La condicién 6ptima de extraccién con PLE fue con la mezcla etanol/agua 50% v/v
como solvente a 100 °C, extrajo mayor cantidad de fendlicos (7,36 = 0,18 mg GAE/g
residuo fresco) y antocianinas (1,02 + 0,11 CsGE), con mayor actividad antioxidante
(7,603 = 0,105 mmol TE/g residuo fresco) y un rendimiento de 6,33 + 0,04%. La sinergia
positiva entre la temperatura y el disolvente (agua/etanol) contribuyé a la mejora de la
extraccion de compuestos fendlicos. Al comparar estos resultados con la extraccion
convencional con etanol, esta ultima es menos eficiente, con un rendimiento del extracto
de 5,51 + 0,27% y un contenido fendlico menor que en la extracciéon por PLE, de 4,10 +
0,71 mg GAE/qg residuo fresco.

4.3.2 Céscara de maracuya (Passiflora edulis)

La cascara de maracuya, corresponde a casi el 90% del peso del fruto, que se
descarta como residuo durante el procesamiento para la produccién del zumo de esta
fruta (de Souza et al.,, 2018). La maracuyd es un fruto que pertenece al género
Passiflora, los cuales son ricos en compuestos bioactivos con funciones antioxidantes,
antimicrobianos y antivirales (Ye et al., 2011). También contienen pectinas, un tipo de
carbohidrato que se usa en la industria alimentaria como agente gelificante, espesante
y estabilizante para elaborar mermeladas, jaleas y confituras. En una de las
investigaciones sobre la recuperacién de compuestos bioactivos de la cascara de
maracuya (Klinchongkon et al., 2017), se analiz6 el efecto de la adicién de etanol en la
extraccion liquida a presion con agua (0,10, 20 y 30% v/v) agregando 5 g de residuo en
un reactor discontinuo a temperaturas de 100, 120, 140 y 160 °C y el tiempo de
residencia entre 5,64 y 7,94 min. Los objetivos fueron recuperar (con PLE) vy purificar
(mediante precipitacion) el polisacarido péctico (pectina) del residuo tratado, determinar
en este el contenido fendlico total, la composicibn de azlcares neutros y acidos
urénicos, grado de esterificacion, peso molecular, viscosidad y actividad antioxidante
(DPPH). En sus resultados, a 160 °C y 30% v/v etanol/agua se obtuvo la mejor cantidad
de contenido fendlico (6,02 mg GAE/g polisacérido péctico), mayor que en la extraccion
convencional (1,85 mg GAE/g polisacarido péctico). Para los polisacaridos pécticos el
maximo rendimiento (12,28%) fue a una temperatura de 140°C y 10% v/v de
etanol/agua, siendo su componente principal el acido galacturénico (72,11y 94,76% en
peso, analizado por HPLC).

El aumento de la concentracién de etanol no confiri6 ventajas con respecto al
rendimiento, el peso molecular o la viscosidad de la pectina, fue beneficioso para la
actividad antioxidante, con actividades de captacion de radicales DPPH que variaban
del 34 al 45%. Estos resultados sugirieron que algunos antioxidantes también podrian
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extraerse de la cascara de la fruta de la pasion y precipitarse con polisacarido péctico.
Por otra parte, el incremento de la temperatura influyé en el tamafio de la cadena de
polisacaridos pécticos obtenida (disminuia el peso molecular de la cadena de
polisacéridos), disminuia la viscosidad aparente de las soluciones de este compuesto y
aumento la actividad antioxidante.

Es posible realizar la recuperacion de compuestos bioactivos antes de la extraccion
de la pectina sin pérdida de la calidad de su estructura, tal y como se observé en la
investigacion de Souza et al. (2018), donde se trabajé con extraccion secuencial de
flavonoides y pectina de la cdscara de maracuya mediante PLE. La primera extraccion
fue para recuperar flavonoides utilizando mezclas de etanol/agua (80, 70, 60, 50% v/v),
presion de 103,42 a 117,21 bar, temperatura constante de 80 °C y 10 min de extraccién
por cada ciclo (3 en total). Los residuos de la primera extraccion se utilizaron para
recuperar la pectina en 3 ciclos, con una solucion acuosa de 4cido citrico al 1% p/v, bajo
las mismas condiciones de temperatura y presion descritas.

La cromatografia liquida con deteccion de matriz de diodos y espectrometria de
masas de ionizacion por electropulverizacion (LC - DAD - ESI - MS), se utiliz6 como
procedimiento general para investigar los compuestos fendlicos, identificandose los
flavonoides C-glucdsidos (orientin - 7 - O -glucésido y luteolin - 6 - C - glucésido). Los
resultados indican que la mezcla etanol/agua 60% v/v a 80 °C, condujo a un aumento
considerable en la recuperacion total de polifenoles 4,67 + 0,04 mg GAE/g de residuo.
El método de extraccion secuencial desarrollado en este estudio demostrd que es viable
y ventajoso, dado que fue posible extraer diferentes moléculas, sin pérdida de
rendimiento o propiedades quimicas. Nuevamente PLE fue mas eficiente que la
extraccion convencional con metanol 50% y acetona 70% con un contenido fendlico total
de 2,05 £ 0,04 mg GAE/g de residuo en un tiempo mayor de 1 h.

4.3.3 Cascara de feijoa (Acca sellowiana (O. Berg) Burret)

La feijoa también conocida como guayaba de pifia, es originaria de las tierras altas
del sur de Brasil, de algunas zonas de EE.UU y de Nueva Zelanda (Peng et al., 2019;
Santos et al., 2019). Su pulpa es jugosa y dulce, pero su cascara representa el 50% del
peso de la fruta y por ser agria y amarga es descartada durante el procesamiento
industrial de la fruta. En el estudio de Santos et al. (2019), realizaron técnicas de
extraccion a alta presion (PLE) para determinar su eficiencia en términos de rendimiento
y recuperacién de compuestos bioactivos (contenido total de compuestos fendlicos) de
la cascara de feijoa. Evaluaron el efecto de tres tipos de solventes, agua, etanol y la
mezcla etanol /agua 50% v/v, en un equipo personalizado con un sistema continuo y
caudal de 3 mL/min, 3 g de materia prima fueron colocados en la celda de extraccion.
El tiempo total de la extraccién fue de 60 min, temperaturas de 40, 55 y 80 °C y presion
de 100 bar. En la mezcla de etanol/agua al 50%, se obtuvo el mayor rendimiento global
(50 + 2%), mayor contenido fendlico total en extracto (132 + 0,7 mg GAE/g) y en muestra
seca (66 + 0,4 mg GAE/qg) a la temperatura de 80°C.

El efecto de la temperatura sobre la actividad antioxidante (0,305 mmol TE/g,
analizado mediante FRAP) también fue prominente, mayor temperatura conduce a una
alta eficiencia de la calidad del extracto. Se identificaron compuestos fendlicos por LC-
ESI-MS/MS, los acidos ferdlico, galico y elagico fueron los principales compuestos
encontrados en todos los extractos. Los resultados cromatograficos confirmaron la
bioactividad de la piel de feijoa, resaltaron la selectividad de PAE al comparar etanol
acuoso con otros solventes y sugirieron la presencia de otros compuestos fendlicos
como los taninos condensados (proantocianidinas), que se localizan principalmente en
la piel de la fruta y promueven la actividad antioxidante y peculiar astringencia (Weston,
2010).
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Otros métodos de extraccion (ultrasonido, fluidos supercriticos, Soxhlet) fueron
realizados en dicho estudio para determinar cuél es el proceso mas eficaz en el
tratamiento de estos residuos, resultando PLE el método mas efectivo. Al compararlo
con el método Soxhlet con agua/etanol, aunque en el rendimiento global (47 + 2%) no
hay diferencias significativas con respecto a la técnica no convencional, el contenido
fendlico (71 £ 1 mg GAE/g en el extracto y 33,6 £ 0,6 mg GAE/g en muestra seca) se ve
favorecido en la extraccion con PLE.

Las condiciones de extraccion de este estudio que permitieron la mejor calidad del
extracto coinciden con las utilizadas por Peng et al. (2019). La relacién de etanol/agua
50% vlv, el tiempo de 60 min y temperatura de 50 °C, permitieron un contenido fenolico
de 64,71 £ 0,05 mg GAE/g de residuo y actividad antioxidante de 0,401 £ 0,001 mmol
TE/g de residuo (analizado mediante FRAP) de la cdscara de feijoa. Estos valores son
mayores que los obtenidos para la pulpa de feijoa a distintos valores de temperatura y
relacién de solvente (para una temperatura de 50 °C y relacion etanol/agua 50%v/v) el
contenido fendlico fue de 14,58 + 1,25 mg GAE/g y la actividad antioxidante 0,087 +
0,007 mmol TE/qg).

4.3.4 Residuos de jucara (Euterpe edulis Mart.)

Jucara (Euterpe edulis Mart.), es una palmera tropical ampliamente extendida en el
bosque atlantico brasilefio. Produce una fruta esférica rica en compuestos fendlicos,
especialmente antocianinas las cuales se concentran en las vacuolas celulares de las
cascaras. En el procesamiento industrial de la jucara, la cascara y la semilla se
convierten en residuo. En la extraccion de PLE realizada en residuos de jucara (Garcia-
Mendoza et al.,, 2017), se evaluaron cuatro disolventes etanol a 99,5%, mezcla
acidificada (pH=2) de etanol y agua (50% v/v), agua pura y agua acidificada (pH=2). Los
disolventes se acidificaron con acido nitrico. Las temperaturas fueron elegidas para
evitar la degradacion térmica (40, 60 y 80 °C), la presion de 100 bar y el caudal de 1,5
mL/min.

Segun esta investigacion los resultados éptimos ocurrieron a una temperatura de
80 °C, con una mezcla acidificada de agua/etanol 50% v/v, el contenido fendlico fue de
51,4 £ 0,4 mg GAE/g, mayor que el obtenido por Soxhlet con etanol (21,9 mg GAE/g de
residuo seco). Bajo las mismas condiciones, el contenido de las antocianinas
monomeéricas (MAC) (1,80 £+ 0,01 CsRE/g) fue menor que el obtenido en el método
convencional (10,5 + 0,1 C3RE/ g de residuo seco) aunque con una actividad
antioxidante mayor de 119,5 + 0,7 mmol TE/g de residuo seco, en comparacion a
80,2 + 0,6 mmol TE/g de residuo seco del método Soxhlet. EI MAC fue mayor al utilizar
agua acidificada como solvente a 40 °C (9,7 C3RE/g). El contenido de antocianinas
monoméricas (MAC) de los extractos se determind mediante el método de pH
diferencial. Se identificaron mediante UPLC cuatro antocianinas cianidin-3-glucdsido;
cianidin-3-rutinésido; peonidin-3-glucosido; peonidin-3-rutinésido.

En este estudio se concluy6 que el aumento de la temperatura en PLE mejor6 la
recuperacion de compuestos fendlicos al mejorar su difusion y solubilidad en diferentes
solventes. Sin embargo, las temperaturas superiores a 40 °C condujeron a la
degradacion térmica de las antocianinas, dando como resultado los bajos rendimientos
de extraccion. La extraccion de antocianinas se favorece con la acidificacion del
solvente, siendo estas mas estables en medios acidos, donde encuentran condiciones
favorables para la formacion de iones flavilio, responsable de las coloraciones rojas de
las antocianinas monomeéricas.

4.3.5 Orujo de uva (Vitis vinifera L. CV. Syrah)

EL orujo de uva es el principal residuo sélido de las industrias vinicolas corresponde
al 50% de la masa total de la uva, rico en compuestos bioactivos, especialmente de
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antocianinas. Es el resultado del proceso de fermentacion de la uva, contiene semillas
y piel como componentes principales. Actualmente se utiliza como fertilizante, alimento
para animales y como sustrato para la extraccion de &cido tartarico el orujo de uva
(Negro et al., 2003).

La PLE en la extraccion del orujo de uva (Pereira et al., 2019), se realiz6 en una
primera parte con una extraccibn en un solo paso, para determinar las mejores
condiciones de reaccion. En ella se utilizaron temperaturas de 40, 60, 80, 100 °C, los
solventes etanol puro, mezcla agua/etanol (50% v/v), mezcla acidificada (agua/etanol
pH= 2,0) al 50% v/v. La presion y el caudal masico de disolvente se mantuvieron
constantes a 100 bar y 5,0 g/min, respectivamente. Luego, con las condiciones 6ptimas
de temperatura, solvente y tiempo, se dividié el proceso en dos pasos secuenciales para
recuperar primero las antocianinas y luego los compuestos fendlicos. El primer paso se
realizé a 40 °C con agua/etanol pH = 2,0 (50% p/p) como disolvente, y el segundo se
realizé a 100 °C con agua/etanol (50% p/p).

El proceso PLE secuencial permite recuperar antocianinas y compuestos fenélicos
con altos rendimientos utilizando condiciones de extraccion adecuadas para cada grupo
de compuestos. Informaron que el contenido de antocianinas monémericas mas alto fue
de 10,21 + 0,53 mg Mv-3-glc/g, expresada como malvidina-3-O-glucésido la principal
antocianina encontrada en uvas (Rockenbach et al., 2011) por gramo de residuo, este
resultado se logro en la extraccion con el disolvente acidificado dada su estabilidad en
este medio (etanol/agua 50% v/v con pH 2,0 a 40 °C), tal y como ocurrié en PLE de
residuos de jucara (Euterpe edulis Mart). ElI mayor contenido fendlico
(65,68 + 2,24 mg GAE/g) se obtuvo a 100 °C, con la mezcla etanol/agua 50% v/v y la
actividad antioxidante fue de 1452 mg TE/g (mediante FRAP). Esto indica que la
capacidad antioxidante de los extractos se debe principalmente a sus compuestos
fendlicos.

4.3.6 Calabaza amarga (Momordica charantia)

La fruta de la calabaza amarga (Momordica charantia) es oblonga y se asemeja a
un pequefio pepino. Crece en areas tropicales de Asia, Amazonia, Africa Oriental y el
Caribe. Es conocida por sus diversas propiedades medicinales (como antidiabético,
antihelmintico, anticonceptivo, antipalidico y laxante) (Grover & Yadav, 2004) y
culinarios como la elaboracién de yogurt (Park et al., 2018) y como aditivo alimentario.
Estas cualidades se deben a su alto poder antioxidante por el contenido de compuestos
polifendlicos presentes en ellos. Por lo tanto Syahariza et al.,(2017) investigaron la
extraccion liquida presurizada de esta fruta con etanol acuoso (20, 50, 80% v/v), con
temperaturas entre 45, 60, 110, 175 °C y tiempos de 5, 10, 24, 38 min, en un extractor
de solvente acelerado, obteniendo un contenido fendlico total de 54 + 3 mg GAE/g de
residuo, contenido total de flavonoides (TFC) 15 mg QE/g de residuo seco (mg
equivalentes de quercetina QE) y actividad antioxidante de 0,778 mmol FS/g de residuo
(FRAP) a 80% v/v de etanol, 160°C y 10 min.

Concluyeron, que la actividad antioxidante (de la calabaza se relaciona con la
temperatura de extraccion y la concentracion de etanol en lugar del tiempo de
procesamiento, lo que favorece la optimizacion de estos parametros para un tratamiento
industrial. La extraccion convencional se realizé en una instalacion Soxhlet usando como
disolvente etanol acuoso al 90% a 80°C durante 240 min, el contenido fendlico total (8
*+ 0,9 mg GAE/g), el TFC (3 £ 0,4 mg QE/g) y actividad antioxidante de 0,065 + 0,005
mmol FS/g de residuo seco, con este método fueron menores los valores que los
conseguidos con PLE.
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4.3.7 Cebada cerosa (Hordeum vulgare)

La cebada (Hordeum vulgare) es considerada un alimento saludable debido a su
alto contenido en B-glucanos y antioxidantes fendlicos, siendo predominante el &cido
ferdlico, seguido por el &cido p-cumarico (Abdel-Aal et al., 2012). Estos compuestos son
utilizados en la industria como ingredientes alimentarios. Empleando un sistema de
extraccion de fluidos presurizados con un reactor discontinuo, O. Benito-Roman et al.
(2015), evaluaron las condiciones 6ptimas de extraccion, presion (25 bar), temperatura
(135 — 175 °C), porcentaje de etanol (5 — 20%) y tiempo (15 a 55 min), para recuperar
cuatro tipos de compuestos fendlicos (&cidos hidroxibenzoicos, &cidos hidroxicinamicos,
un flavano y flavonoles) y un derivado del &cido ferulico y B-glucanos de alto peso
molecular de la cebada cerosa. Entre sus resultados mas importantes se tiene que los
B-glucanos y los compuestos fendlicos tienen una tendencia completamente opuesta
durante la extraccion.

Altas temperaturas y largos tiempos de extraccion (> 35 min) resultan en bajas
concentraciones de B-glucano y alto contenido fendlico en el extracto liquido. Las
mezclas de etanol acuoso presurizado en altas temperaturas tienden a degradar el B-
glucano, pero son Uutiles para extraer acido hidroxicinamico (fuertemente ligado a la
lignina). Latemperatura es el factor principal para la extraccion de fendlicos seguido de
sus interacciones con el tiempo y el etanol. La interaccién temperatura-tiempo son
factores importantes en cualquier contenido de etanol para la alta actividad antioxidante
y contenido fendlico en los extractos. La cantidad total de &acidos hidroxibenzoicos
(principalmente acidos galico y siringico) fue mayor que la de acidos hidroxicindmicos
(principalmente ferdlico y p-acidos cumaricos), probablemente debido a los fuertes
enlaces entre los acidos hidroxicindmicos y la lignina.

Los procesos convencionales conducen a un producto B-glucano de bajo peso
molecular y un bajo rendimiento de extraccién, en condiciones de 55 °C y 3 h, el peso
molecular promedio resulté de 55 kDa (O. Benito-Roman et al., 2015). Al compararlo
con los resultados de la investigacion es menos eficiente, las condiciones en PAE para
obtener extractos liquidos ricos en B-glucanos y compuestos fendlicos deben ser suaves
(151 °C, 21 min y 16% de etanol) el rendimiento de extraccion de -glucanos fue de 51%
con un peso molecular de 500-600 kDa y 5 mg de GAE/g de cebada. Los flavonoides,
se extrajeron a 175 °C, con 12,5% de etanol durante 55 min, con mayor cantidad de
flavanos que de flavonoles, el TPC bajo estas condiciones fue de 10,71 mg GAE/g y la
actividad antioxidante 111,58 mmol FS/g (mmol de FeS0O..7H,0 por gramo de cebada).

4.3.8 Salvado de arroz desgrasado (Oryza sativa)

El salvado de arroz (Oryza sativa), es un subproducto del proceso de molienda o
pulido del arroz integral para producir mas arroz blanco visualmente atractivo. Para
desgrasarlo se utilizé la extraccion por Soxhlet con éter de petréleo como disolvente. El
salvado de arroz desgrasado encuentra usos en alimentos para animales y fertilizantes,
aun asi la mayor parte se descarta como residuos de producto agricola. Chiou et al.
(2012), trabajaron con concentraciones de etanol entre 10 y 100%, temperaturas de 120
a 137 °C y tiempos entre 5 y 60 min. Informaron que el contenido fendlico total mas alto
obtenido fue de 53,3 mg GAE/g y la actividad antioxidante 0,230 mmol VC/g, con una
mezcla subcritica de agua con 20% v/v etanol a 237 °C por 5 minutos.

Ademas, se determiné el efecto del etanol en esta extraccién, comparandose en
este caso con la recuperacion de compuestos bioactivos con agua pura a las mismas
condiciones de temperatura, tiempo y presion, siendo mas efectiva la mezcla de agua y
etanol, con la cual, se puede extraer mas eficazmente proteinas, carbohidratos y
compuestos fendlicos del salvado de arroz desgrasado como lo reportaron en la Figura
4. Las cantidades de sustancias funcionales en los extractos no siempre fueron
proporcionales al rendimiento de extraccion.
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Figura 4. Contenido total de carbohidrato (<), DPPH radical scavenging activity (A), contenido
total de proteina (o), rendimiento (o) y contenido fendlico total (V) de los extractos obtenidos de
salvado de arroz tratado a varias concentraciones de etanol a 237°C por 5 min (Chiou et al.,
2012).

4.3.9 Tallo de paja de arroz

La paja de arroz es un residuo agricola utilizado para analizar la recuperacién de
compuestos bioactivos mediante PLE (Tangkhavanich et al.,, 2013). En esta
investigacion se empled un sistema por lotes a temperaturas de 170 °C a 230 °C,
variando el contenido de etanol en el solvente de extraccion de 0 a 100%. El efecto de
la temperatura y de la concentracion de etanol, fueron objetos de estudio. El contenido
total de compuestos fendlicos fue de 45,2 + 1,1 mg GAE/g de residuo obteniéndose el
mayor rendimiento con la mezcla subcritica de etanol y agua de 75% v/v a 230 °C. La
concentracion de etanol tuvo un ligero efecto sobre la cantidad de los compuestos
fendlicos extraidos, pero influyé especialmente en el tipo de compuestos fendlicos
disueltos en el fluido subcritico. La actividad captadora de radicales de los extractos
obtenidos con etanol subcritico (< 0,1 mmol-VC/g) fue menor que el de los extractos
obtenidos utilizando agua subcritica y mezclas de etanol/agua (0,308 mmol-VC/g). La
temperatura de tratamiento mas alta también proporcioné a los extractos un contenido
fendlico total y una actividad antioxidante mas altos. Tal y como se detecté en otros
residuos como el de orujo de uva, de mora y las cascaras de feijoa, la actividad
antioxidante y el contenido fendlico, son dos valores directamente proporcionales.

4.3.10 Paja de cebada y canola

Cultivos agricolas como el de la cebada y canola, generan grandes cantidades de
paja, biomasa lignocelulésica renovable con biocompuestos que puede ser utilizada
como materia prima para extraerlos. En la investigacion de Raquel Razzera Huerta &
Saldafa, (2018) se concluy6 que la temperatura y la concentracion de etanol influyen
en la eliminacion o recuperacién de compuestos bioactivos. El tratamiento de esta
biomasa puede producir compuestos valiosos, como carbohidratos y fendlicos, de
utilidad en las industrias quimica, alimentaria y farmacéutica. Los azlcares se pueden
eliminar de la hemicelulosa y la celulosa, mientras que los compuestos fendlicos se
pueden obtener mediante la escision de los enlaces, uniendo la hemicelulosa con la
lignina. La extraccién se realizd en un sistema de flujo semicontinuo a temperaturas de
140 °C a 220 °C, con presiones entre 50 a 200 bar y concentraciones de etanol de 0 a
100% (v/v), siendo las mas favorables 180 °C, 50 bar y 20% de etanol, para dar como
resultado un TPC de 454 + 18 mg GAE/g y actividad antioxidante de
63,8 £ 1,9 mmol FeSO4/g (FRAP) de paja de cebada; 52,9 £ 2.0 mg GAE/g y actividad
antioxidante de 69,1 + 2,7 mmol FeSO./g (FRAP) de paja de canola. El aumento de la
concentracion de etanol en sistemas presurizados aumenta la cantidad de azUcares
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hemicelulosicos y disminuye la cantidad de fenoles totales en los hidrolizados debido a
cambios en la constante dieléctrica del solvente (O. Benito-Roman et al., 2015).

4.3.11 Salvado de trigo

El salvado de trigo es un subproducto de la molienda del grano de trigo que se
acumula en grandes cantidades durante la produccion de harina de trigo blanco. Es una
materia prima importante para extraer componentes de valor afiadido, sin embargo, se
utiliza principalmente como ingrediente de bajo valor en la alimentacion animal (Pazo-
Cepeda et al., 2020). El acido ferulico (FA), es el compuesto fenélico mas abundante en
el salvado de trigo, tiene aplicaciones comerciales en alimentos (agente conservante,
propiedades formadoras de gel, precursor del sabor), salud (antioxidante,
antimicrobiano, antiinflamatorio) y cosmético.

En la investigacién de Pazo-Cepeda et al., (2020) se realiz6 la recuperacion de
acido ferulico y compuestos bioactivos en un reactor discontinuo mezclando 2,6 g de
salvado de trigo con 130 mL de solvente y una velocidad de agitacion en 800 rpm, con
soluciones de etanol acuoso presurizado, con concentraciones de etanol en agua de 0,
20, 5y 80%, temperaturas de 130, 145, 160 °C y tiempos de extraccién 20, 40, 60 min.
Se observd que la extraccion de FA aumenta con cantidades mas bajas de etanol,
mientras que el contenido fendlico (TPC) no se ve afectado por el porcentaje de etanol
en el solvente, en ambos casos, con tiempos largos y altas temperaturas. Las mejores
condiciones para la extraccion de FA fueron 20% de etanol, 160 °C y 40 min, lo que
llevé a 0,2268 + 0,0014 mg FA/g correspondiente a un rendimiento de extraccion de
8,8%. En el caso del TPC las mejores condiciones fueron a 160 °C, 50% de etanol y 60
min, se obtuvo 13,8 mg GAE/g.

4.3.12 Café molido agotado

El café es uno de las bebidas mas consumidas en diferentes partes del mundo y
gue generan grandes cantidades de residuos que representan graves problemas
ambientales. Este residuo se obtiene después de procesar el café tostado con agua y
se conoce como café molido agotado (SCG siglas en inglés). Mariotti-Celis et al. (2018),
combinaron la extraccion por PLE con la purificacién de resinas para obtener extractos
de polifenoles de SCG. Para la extraccion liquida a presién se trabajé con temperaturas
entre 60 y 90°C y un contenido de etanol de 0 a 16%.

La presencia de etanol en la etapa de extraccion puede reducir la recuperacion
de polifenoles en la etapa de purificacion de la resina (RP) posterior, ya que la elucion
de estos compuestos se realiza con una mezcla de etanol/agua, razén por la cual se
selecciond un bajo porcentaje de etanol en PAE. Sin embargo, la adicién de etanol hasta
el 16% en la etapa de extraccibn muestra recuperaciones generales superiores al 90%
para acido 4-feruloilquinico, acido 5-feruloilquinico y epicatequina, aunque algunos
polifenoles, como acido galico, acido cafeico, acido-cumaroilquinico, el acido 3,5-
dicafeoilquinico y el acido 3-feruloil-4-cafeoilquinico no se recuperaron en el extracto
purificado, resultando un contenido fendlico de 13,87 + 0,01 mg GAE/g. Ademaés. El
tostado de los granos de café se realiza cominmente a temperaturas extremadamente
altas (~ 220 ° C), lo que desencadena la generacion de compuestos de Maillard como
HMF. Otro resultado importante de este estudio, fue destacar la disminucién de HMF de
los extractos de SCG (~ 50%) con la adicion de etanol.

En la Tabla 2, se resumen los valores mas importantes destacados en cada uno
de los trabajos presentados hasta ahora, como las condiciones en las que se llevé a
cabo la extraccion Optima asi como los principales resultados obtenidos como la
actividad antioxidante y el rendimiento de extraccion maximo.
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Tabla 2. Resumen de condiciones de extraccion de la recuperacién de compuestos bioactivos de diferentes subproductos de la industria

alimentaria mediante la extraccion liquida con etanol/agua presurizadas

Materia Compuestos Condiciones de operacion Méximo rendimiento Contenido AA Fuente
Prima bioactivos %etanol min  °C bar | %etanol min °C  bar total
7,36
Residuos Compuestos fendlicos 60- ) mgGAE/g 7,603
Mora 50 30 100 750 50 100 750 mmoITE/g | Machado et al., 2015
Antocianinas 1,02 (DPPH)
mgC;GE/g
Polisacaridos pécticos 10 6,9 140 - -
0a30 5,64- 100- )
7,94 160 - Klinchongkon et al., 2017
6,02
Céscara Maracuyé Compuestos fendlicos 30 7,94 160 - mgGAE/g
. 103,42- 4,67
Flavonoides 50a80 10 80 11721 60 10 80 - mgGAE/g - de Sousa et al., 2018
132
4 mgGAE/gext 0’3I$5E/
050 60 B 100 50 60 80 100 TERAD) Santos etal,, 2018
Céascara 66
feijoa Compuestos fendlicos mgGAE/g
0,401
050 60 T - 50 60 50 - e mmoITE/g | Peng et al. 2019
9BAEl (FRAP)
N 50 51,4
Residuos Compuestos fendlicos 40, (pH=2) 80 mgGAE/g 1105
) 0-50- - 100 - 100 : Garcia-Mendoza et al., 2017
jucara 995 80 0 mmolTE/g
Antocianinas ’ (pH=2) 40 9.7 (DPPH)
pH= CiRE/g
65,68
Compuestos fenolicos 50 100 mgGAE/g 1452 00
Orujo 0-50 - 40- 10 - 10 mgTE/g | Pereirra et al., 2019
de uva 100 10,21
Antocianinas 50 40 mgMv-3-glc/ (FRAP)
(PH=2,0) gHv=glerd
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Condiciones de operacién

Maximo rendimiento

Materia Compuestos Contenido
Prima Bioactivos %etanol min °C bar %etanol min °C  bar Total AA Fuente
Compuestos fendlicos 54
Calabaza 20-50- 55- 455- 80 10 160 . MYGAE/g mr%?é 1 | Syahariza et al., 2017
amarga 80 425 1755 15 9
Flavonoides mgQE/g
5
-glucanos 5a 15- 135- 16 21 151 - mgGAE/g
Cebada 25 11158 .
- 20 55 175 Benito et al., 2015
Cerosa Compuestos fendlicos 1071 mmolFS/g
(Flavonoides) 12,5 55 175 - myGAE/g (FRAP)
Salvado - 10a 120- 53,3 0,230 .
arroz Compuestos fendlicos 100 5-60 137 - 20 5 237 - mgGAE/g mmolvC/g Chiou et al. 2012
Tallo - 170- 45,2 0,308 Tangkhavanich et al., 2013
arroz Compuestos fendlicos | 0 a 100 - 230 - 75 - 230 - mgGAE/g mmolVClg
Paja o 140-  50- 45,4 63,8
cebada Compuestos fendlicos | 0 a 100 20 - 180 50 mmolFS/g | Razzera et al., 2017
220 200 mgGAE/g
(FRAP)
Paja - 140- 50- 20 529 69,1
canola Compuestos fendlicos | 0 a 100 220 - 180 50 J mmolFS/g | Razzera et al., 2017
200 mgGAE/g
(FRAP)
0,2268
Acido fertlico 20 40 160 mgFA/g
Salvado 20- 130-
de trigo » 0a80 60 160 - - Pazo-Cepeda et al., 2020
Compuesto fendlicos 50 60 160 13,8
mgGAE/g
Café molido Compuestos fenolicos 60- 13,87 -
gastado (polifenoles) 0al6 - 20 - 16 - 90 - mgGAE/g - Mariotti et al., 2018

Los resultados de reportan por gramos de residuo o materia seca, gext indica gramos de extracto. La actividad antioxidante (AA) de los extractos se expres6 como mmol equivalente de Trolox
(TE)/g de residuo y en otros casos como mmolVCequiv/g, donde se uso el acido L-ascérbico como estandar. El poder antioxidante férrico (FRAP) se expres6 en mmol Fe,SO,.7H,O(FS)/g de residuo.
La cantidad de antocianinas monoméricas (MAC) de los extractos se expresé en mg de cianidin-3-rutinésido equivalente (C3RE)/g de residuo y en mg malvidina-3-O-glucésido (mgMv-3-gic)/g de

residuo. El contenido fendlico total se expresé en mg de equivalente del acido gélico (GAE) /g de residuo. El contenido fendlico se expres6 como mg equivalentes de quercetina QE/g de residuo.
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5. CONCLUSIONES

El creciente interés de la industria alimentaria por emplear antioxidantes naturales
como aditivos e ingredientes en lugar de antioxidantes sintéticos, ha impulsado el
estudio de diferentes técnicas para recuperar compuestos bioactivos de desperdicios o
subproductos de alimentos. La extraccion liquida presurizada es una de estas técnicas,
seleccionada como la mas eficiente para recuperar compuestos bioactivos por su baja
toxicidad y tiempos de extraccibn mas cortos, en comparacion a la extraccion
convencional.

La mezcla de etanol/agua como solvente, mejora las extracciones liquidas
presurizadas de compuestos bioactivos en residuos de la industria alimentaria. En el
presente trabajo se ha evaluado el efecto del empleo de mezclas etanol/agua
presurizadas en la recuperacion de diferentes tipos de compuestos bioactivos a partir
de subproductos de la industria alimentaria de muy diversa naturaleza. La cantidad de
etanol éptima puede variar entre 12,5 a 75% v/v y la temperatura entre 40 y 230 °C.
Ambos parametros, han presentado una relacibn importante que influye
significativamente en la eficiencia de las extracciones, por lo tanto, la seleccién de un
rango de temperatura y del porcentaje de etanol en PAE, va a depender principalmente
del residuo y del tipo de compuesto a recuperar. Al aumentar el contenido de etanol, se
favorece la solubilidad de compuestos fendlicos (como los flavonoides) y la disminucion
de la temperatura del proceso. Sin embargo, no es muy recomendable para la
recuperacion de acido galico y antocianinas, estas ultimas, necesitan de un medio acido
para su extraccion y de bajas temperaturas.

De forma general se ha podido ver que el empleo de mezclas etanol/agua como
solvente disminuye el rendimiento de obtencién de extracto en comparacion con los
obtenidos mediante PHW, sin embargo, aumenta su contenido fendlico total y la
actividad antioxidante, ambas caracteristicas necesarias para un extracto de calidad,
gue pueda ser empleado en la industria alimentaria.
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