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Titulo: Estudio de la extraccion de oleuropeina con aplicacion de campos eléctricos moderados
(MEF).

Resumen:

La hoja de olivo contiene una serie compuestos, como la oleuropeina, que presentan un gran
interés por sus propiedades tanto para la industria alimentaria como para otros sectores. Su
extraccion a nivel industrial incluye el uso de disolventes como el agua o el etanol. Sin embargo,
hay un gran interés en encontrar nuevas tecnologias que disminuyan los tiempos de la operacion,
y que, a su vez, aumenten su rendimiento. En los Gltimos afios, el uso de campos eléctricos como
técnica para mejorar la transferencia de masa a través de las membranas celulares, ha despertado
un gran interés en la industria alimentaria. Los campos eléctricos moderados (MEF) son unas de
las tecnologias mas prometedoras debido al efecto de la electroporacion, que genera una
permeabilidad de las membranas celulares y que se puede relacionar asi con un mayor
rendimiento de la extraccion.

En el presente trabajo se estudi6 la extraccidn de oleuropeina, un antioxidante que se encuentra
en la hoja de olivo, con aplicacion de MEF. Para ello se determinaron las cinéticas de extraccion
a 50°C, utilizando agua destilada como disolvente. Se ensayaron distintas proporciones de hoja
de olivo/agua (carga masica de 1, 5, 10 y 15% p/v) con y sin la aplicacién de MEF (1200 Hz y
300 V). El seguimiento de la extraccion se realiz6 tomando muestras a tiempos preestablecidos y
se midiendo su absorbancia a 270 nm. Las cinéticas experimentales se modelizaron utilizando el
modelo de Naik. Los resultados mostraron la existencia de un tiempo de extraccién en el que se
obtuvo el maximo de oleuropeina extraida. La extraccion con aplicacion de MEF mejoro el
rendimiento de la extraccion, especialmente cuando se utilizaron valores bajos de carga masica.
El aumento de la carga masica disminuyd la capacidad de extraccion tanto en las extracciones
convencionales como en las extracciones con aplicacion MEF, pero, a su vez, un aumento de la
concentracién de polvo de hoja de olivo disminuy6 la degradacién de la oleuropeina.

Palabras clave: antioxidantes, cinética de extraccion, disolvente, extraccion, oleuropeina,
olivo.



Title: Study of oleuropein extraction with application of moderate electric fields (MEF).
Abstract:

The olive leaf contains humerous compounds, such as oleuropein, which are of great interest
because of their properties for the food industry and for other sectors. Industrial extraction
includes the use of solvents such as water or ethanol. However, there is a great deal of interest in
finding new technologies that will reduce operating times, and at the same time increase their
performance. In recent years, the use of electric fields as a technique to improve mass transfer
through cell membranes has aroused great interest in the food industry. Moderate electric fields
(MEF) are among the most promising technologies due to the effect of electroporation, which
generates a permeability of cell membranes and can thus be related to a higher extraction
performance.

In the present work, the extraction of oleuropein, an antioxidant found in the olive leaf, with
application of MEF, was studied. The extraction kinetics were determined at 50°C, using distilled
water as a solvent. Different proportions of olive leaf/water were tested (mass load of 1, 5, 10 and
15% wi/v) with and without the application of MEF (1200 Hz and 300V). The extraction was
monitored by taking samples at predetermined times and measuring their absorbance at 270 nm.
Experimental Kinetics were modelled using the Naik model. The results showed the existence of
an extraction time in which the maximum extracted oleuropein was obtained. Extraction with
MEF application improved extraction performance, especially when low mass load values were
used. The increase in mass load decreased extraction capacity both in conventional extractions
and in extractions with MEF application, but, in turn, an increase in the concentration of olive
leaf powder decreased the degradation of oleuropein.

Key words: antioxidants, extraction, extraction kinetics, oleuropein, olive, solvent.



Titol: Estudi de I'extraccio de oleuropeina amb aplicacié de camps eléctrics moderats (MEF).
Resum:

La fulla d'olivera conté una serie de compostos, com la oleuropeina, que presenta un gran
interés per les seues propietats, tant per a la indUstria alimentaria com per als altres sectors. La
seua extraccié a nivell industrial inclou I'Gs de dissolvents com l'aigua o I'etanol. No obstant aixo,
n’hi ha un gran interés a trobar noves tecnologies que disminuisquen els temps de I'operacid, i
que, al seu torn, augmenten el seu rendiment. En els Gltims anys, 1'Gs de camps eléctrics com a
tecnica per a millorar la transferéncia de massa a través de les membranes cel-lulars, ha despertat
un gran interés en la industria alimentaria. Els camps electrics moderats (MEF) sén unes de les
tecnologies més prometedores degut a aquest efecte de la electroporacid, que genera una
permeabilitat de les membranes cel-lulars i que es pot relacionar aixi amb un major rendiment de
I'extraccio.

En el present treball es va estudiar I'extraccid de oleuropeina, un antioxidant que es troba en
la fulla d'olivera, amb aplicacié de MEF. Per a aix0 es van determinar les cinétiques d'extraccio
a 50 °C, utilitzant aigua destil-lada com a dissolvent. Es van assajar diferents proporcions de fulla
d'olivera/aigua (carrega massica de 1, 5, 10 i 15% p/v) amb i sense l'aplicacié de MEF (1200 Hz
i 300V). El seguiment de I'extracci6 es va realitzar prenent mostres a temps preestablits i mesurant
la seua absorbancia a 270 nm. Les cinétiques experimentals es modelitzacio utilitzant el model de
Naik. Els resultats van mostrar I'existéncia d'un temps d'extraccio en el qual es va obtindre el
maxim de oleuropeina extreta. L'extraccié amb aplicaci6 de MEF va millorar el rendiment de
I'extraccio, especialment quan es van utilitzar valors baixos de carrega massica. L'augment de la
carrega massica va disminuir la capacitat d'extracci6 tant en les extraccions convencionals com
en les extraccions amb aplicacio MEF, perd, al seu torn, un augment de la concentracié de pols
de fulla d'olivera va disminuir la degradacid de la oleuropeina.

Paraules clau: antioxidants, cinética d'extraccio, dissolvent, extraccid, oleuropeina, olivera.
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1. INTRODUCCION

1.1 El olivo y sus propiedades

El olivo (Olea europea var. sativa) es un cultivo de gran valor econémico que constituye parte
esencial de los valores ecol6gicos y paisajisticos del ambito mediterraneo (Bermudez et al, 2004).
De hecho, la produccidn del aceite de oliva constituye una de las actividades mas importantes del
area del Mediterraneo. En la Comunitat Valenciana, este cultivo supone una superficie proxima
a las 110.000 hectéreas, lo cual representa alrededor del 5% de las casi 2.500.000 hectareas de
superficie cultivadas en Espafia. Esto la convierte en la quinta comunidad en extension cultivada,
por detrés de Catalufia, Extremadura, Castilla-La Mancha y Andalucia. (Paz, 2020).

En la produccién de aceite de oliva se generan anualmente un volumen considerable de
residuos agroindustriales, cuyo tratamiento y aprovechamiento se esta investigando tanto por
motivos econdmicos como ecoldgicos. Las hojas y ramas de olivo son residuos agricolas que se
generan tanto en la poda como en la recoleccion de la oliva. Asi, la poda genera una media de 7
kg de hojas al afo, lo que representa aproximadamente el 10% del peso total de las aceitunas
producidas (Tabera et al., 2004). En el caso de la recoleccidn, hojas y ramas pueden considerarse
como subproductos industriales, ya que llegan a la almazara en cantidades importantes mezcladas
con las olivas. Se trata, por tanto, de un material vegetal muy abundante y completamente
renovable, lo que justifica el esfuerzo cientifico-técnico para encontrar aplicaciones y mejorar los
procesos de recuperacion y aprovechamiento (Rodriguez, 2008).

Entre los diferentes constituyentes quimicos de las hojas de olivo se encuentran compuestos
de interés como iridoides, polifenoles, flavonas y carbohidratos. La oleuropeina es uno de los
polifenoles bioldgicamente mas activos entre los presentes, al igual que el hidroxitirosol, obtenido
de su hidrolisis. La oleuropeina es conocida por tener efecto hipoglucémico, vasodilatador,
antimicrobiano, hipotenso, antiinflamatorio, antirreumatico, antiaterogénico y antipirético, en
gran parte debido a sus propiedades antioxidantes (Gorzynik Debicka et al., 2018). Por otro lado,
el hidroxitirosol tiene poder hipoglucémico, antitrombdtico, hipocolesterolémico,
antiinflamatorio y antimicrobiano, ademas de proteger del dafio oxidativo de los eritrocitos,
reduciendo el riesgo de enfermedades coronarias. Ademas, presenta capacidad reguladora de la
respuesta inmunolégica y una importante actividad anticancerigena (Haloui et al., 2011).

Tabla 1. Concentracién (mg fenol/kg de subproducto) de los principales compuestos fendlicos
del olivo en extractos de algunos subproductos del olivo (Japon-Lujan et al., 2008).

Subproductos del olivo

Fenoles

Hojas Pequefias ramas Hueso del fruto
Hidroxytirosol n.d. 22+2 18,1+19
Luteolin-7-glucdsido 155+ 10 175+8 6,2+0.8
Apigenin-7-glucésido 207 £10 10,9+0.8 0,09 +0.01
Verbacosido 1428 + 46 1560 + 50 0,15 £0.03
Oluropeina 19050 + 880 673+ 34 0,06 £ 0.02




Por lo tanto, las hojas de olivo (Olea europea var. sativa) son de gran interés para su
aprovechamiento industrial ya que pueden ser fuente de diferentes compuestos bioactivos
(Gorzynik Debicka et al., 2018).

1.2 Utilizacion de extractos fenolicos naturales en la industria alimentaria

Los estudios sobre composicion quimica de hoja de olivo, actividad biolégica de sus extractos
y posibles aplicaciones han sido muy numerosas y han conducido a la comercializacion de
extractos de hoja de olivo de utilidad en fitoterapia, cosmética y alimentacion, bien como producto
dietético o como conservante. Asi, durante los dltimos afios, se ha estudiado la incorporacion de
compuestos bioactivos en productos alimenticios y formulaciones con el fin hacer uso de extractos
naturales ricos en fenoles que aporten beneficios potenciales para la salud humana (Ahmad-
Qasem, 2016).

El uso de extractos fendlicos como nuevos ingredientes para la fortificacion nutricional ha
generado el desarrollado de diferentes productos funcionales con elevado contenido fenélico y
actividad antioxidante (Ahmad-Qasem, 2016). Algunos ejemplos incluyen el desarrollo de un
café expreso elaborado con extracto fenolico de piel de avellana (Contini et al., 2012), bebidas
lacteas fortificadas con compuestos fenolicos extraidos del agua de la vegetacion de olivo (Servili
et al., 2011), incorporacion de un extracto de té verde en pan (Wang & Zhou, 2004) o la adicion
de extractos vegetales (cacao y semillas de uva) para enriquecer embutidos como "fuet" y
"salchichén" (Ribas-Agusti et al., 2014).

Uno de los mayores cambios que ocurren durante el procesado, distribucién y preparacion de
los alimentos es la oxidacion de lipidos. Esta provoca cambios en los productos afectando a su
calidad nutricional, seguridad, color, olor, sabor y textura, con resultado final de rechazo por los
consumidores (Sanchez et al., 2013). Por ello, y para dar estabilidad al alimento, la industria
alimentaria utiliza antioxidantes sintéticos, siendo el butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT) vy terbutilhidroxiquinona (TBHQ) los mas cominmente empleados
para prevenir el deterioro oxidativo. Sin embargo, se ha encontrado que éstos pueden ser
promotores de tumores y cancer (Huang et al., 2011). Por lo tanto, el uso de antioxidantes
naturales puede resultar una alternativa (Fernandez-Ldpez et al., 2005). Los extractos fendlicos
naturales y sus compuestos, pueden considerarse como aditivos prometedores (y baratos) con los
gue aumentar el potencial antioxidante de los productos alimentarios. De hecho, se ha estudiado
el papel de los extractos naturales en la oxidacion de los lipidos tanto en aceites como en productos
carnicos (Ahmad-Qasem, 2016) como la carne cocida (Ye et al., 2015) o salchichas de cerdo (Han
& Park, 2002; Oh et al., 2002). En cuanto a los aceites vegetales, la fortificacion con extractos
fendlicos de frutas y sésamo, entre otras fuentes, ha dado lugar a una menor degradacion termo-
oxidativa durante la fritura (Aladedunye & Matthdus, 2014) y una buena estabilizacion durante el
almacenamiento respectivamente (Mohdaly et al., 2011).



1.3 Metodologias de extraccion

La extraccion es un paso indispensable en la obtencion de compuestos fendlicos a partir de
diferentes materiales naturales o residuos agroindustriales. Dada la gran variedad de matrices y
compuestos, no existe un método o un protocolo de extraccion estandar. De hecho, el desarrollo
y estudio de diferentes métodos de extraccion para cada caso particular puede proporcionar una
informacidn valiosa para la caracterizacion y valorizacion econémica de dichos residuos (Duefias
Zurita, 2017).

Entre los diferentes métodos para la extraccion de bioactivos a partir de matrices vegetales
destacan los métodos convencionales, como la extraccion sélido-liquido. Probablemente sean los
mas extendidos, a pesar de que, en general, consumen mucho tiempo y requieren cantidades
relativamente grandes de solventes (Corrales et al, 2009). Es por ello que en los Gltimos afios haya
habido un interés en el desarrollo de métodos no convencionales con el objetivo de reducir el
tiempo de extraccion, disminuir el consumo de solventes organicos y mantener o incluso mejorar
la recuperacion de los compuestos de interés (Arrieta et al., 2018). Algunas de estas técnicas
emergentes son la extraccion por solvente presurizado (Vergara-Salinas et al., 2015), extraccion
asistida por microondas (Setyaningsih et al., 2015), extraccion con fluidos supercriticos (Kazan
et al.,, 2014), extraccion asistida por ultrasonidos (Ghitescu et al., 2015) o extraccién con
aplicacion de campos eléctricos moderados (MEF) (Coelho et al., 2017). También se ha explorado
la combinacion de estas nuevas técnicas. Por ejemplo, se ha propuesto la aplicacién de
ultrasonidos durante la extraccion con fluidos supercriticos como mecanismo para intensificar el
proceso y aumentar su rendimiento (Riera et al., 2004; Rodriguez et al., 2014).

1.3.1 Extraccion convencional (solido-liquido)

El proceso de extraccion sélido-liquido consiste en la obtencidon de compuestos de interés de
s6lidos con solventes (normalmente organicos). En esta operacidn, el disolvente penetra en la
matriz s6lida por difusion, disuelve a los compuestos solubles y retorna a la superficie del solido,
donde se transporte al entorno liquido. Este método es uno de los mas utilizados y supone la
principal metodologia de recuperacion de compuestos fendlicos a partir de matrices vegetales
agroindustriales (Ballard et al., 2008). Como disolventes se pueden utilizar mezclas acuosas de
diferentes solventes (metanol, acetona, etanol) en diferentes proporciones (Paladino, 2016)
obteniéndose extractos con diferentes concentraciones de compuestos fendlicos. Asimismo, la
eficiencia del fenémeno de transporte de masa ocurrido durante el proceso de extraccion
convencional puede optimizarse mediante cambios en los gradientes de concentracion,
coeficientes de difusion, tipo de solvente, tamafio de particula, temperatura y tiempo de extraccion
(Fontana et al., 2013). Esto hace que la eleccion del solvente y su proporcién dependa de todos
estos de factores (Duefas Zurita, 2017) y, por lo tanto, no existe un protocolo estandarizado.



1.3.2 Extraccion con aplicacion de un Campo Eléctrico Moderado: MEF.

1.3.2.1 Campos eléctricos

Cuando una fuerza eléctrica interactla en un sistema determinado genera un campo eléctrico
(Olivares Rebolledo, 2018). Asi, si se tienen dos placas metalicas y paralelas conectadas a un
generador, la carga eléctrica de igual magnitud, pero de diferente signo de ambas placas producira
en el espacio que existe entre ellas, un campo eléctrico. Este sera uniforme en el caso de que se
trate de un generador eléctrico continuo. Si el generador es de corriente alterna, el campo cambiara
de sentido segun lo haga la fuente. Este tipo de campos pueden generar una serie de efectos que
pueden ser interesantes para la intensificacion de ciertos procesos de la industria de los alimentos
como son la inactivacién de microorganismos, procesos de deshidratacion, tratamientos térmicos,
extraccion de compuestos, etc. Entre éstas técnicas, se encuentra el uso de campos eléctricos
pulsados (Pulse Electric Field, PEF) y de campos eléctricos moderados (Moderate Electric Field,
MEF) (Cavada, 2017).

1.3.2.2 Fundamentos del proceso de extraccion asistida por MEF

El término MEF se refiere al proceso de someter un material alimentario a un campo eléctrico
de corriente alterna. En este caso, el material alimentario actia como una resistencia eléctrica y
se produce el calentamiento del mismo siguiendo la ley de Ohm. De ahi, que el proceso se conozca
también con el nombre de calentamiento 6hmico. Este efecto ha hecho que la aplicacion de MEF
se haya extendi6 a una amplia gama de procesos como la inactivacion microbiana (Kim et al.,
2017), la coccién (Aamir & Jittanit, 2017) o la destilacion (Gavahian et al., 2016 a, b). Se ha
utilizado una amplia gama de intensidades de campo eléctrico en estudios de calentamiento
6hmico. En cuanto a la frecuencia, se prefieren las mas altas (> 100 Hz) ya que, generalmente,
frecuencias bajas (< 60 Hz) aumentan la velocidad de corrosién de los electrodos y las reacciones
de electrdlisis (Gavahian & Farahnaky, 2018; Ramaswamy et al., 2014).

Sin embargo, mas alla de los procesos de calentamiento, Sastry et al. (2002) y Lebovka et al.
(2007) establecieron el término MEF como un proceso de permeabilizacion controlada,
posiblemente reversible, caracterizado por el uso de campos eléctricos (E < 100 V/cm), con o0 sin
presencia de efectos de calentamiento 6hmico. Al aplicar un voltaje apropiado a través de una
celda (es decir, el potencial de ruptura), la permeabilidad celular aumenta debido a la ruptura
eléctrica localizada de la membrana (Jaeschke et al., 2017; Sensoy & Sastry, 2004) produciendo
el fendbmeno conocido como electroporacion. Esto puede intensificar los fendmenos de
transferencia de materia intracelular, es decir, la extraccién de compuestos intracelulares o la
infusion de compuestos externos, independientemente del efecto producido por la elevacion de la
temperatura del material. En otras palabras, los MEF se pueden aplicar para trabajar a altas
temperaturas (es decir, calentamiento 6hmico) o bajas temperaturas. En este ltimo caso, se debe
controlar la temperatura para minimizar los efectos térmicos (Saberian et al., 2017).



1.3.2.3 Parametros que influyen en el proceso de extraccién con campo eléctrico.

Durante la aplicacion de campos eléctricos existen diferentes pardmetros del campo eléctrico
aplicado y parametros caracteristicos del propio alimento que han de tenerse en cuenta a la hora
de disefiar y definir el proceso ya que influyen significativamente en el mismo.

FACTORES TECNICOS DEL CAMPO ELECTRICO APLICADO.

INTENSIDAD DEL CAMPO ELECTRICO

La intensidad del campo eléctrico (E) se define como la diferencia de potencial eléctrico que
existe entre los dos electrodos dividido por la distancia que hay entre ellos (Ecuacion 1):

%4
E =—

d
Ecuacion 1.

Donde, E es la intensidad del campo eléctrico (V/cm); V la diferencia de potencial y d, la
distancia entre los electrodos (cm). En aplicaciones de MEF se consideran intensidades inferiores
a1 kV/cm (Pereira et al., 2019).

FRECUENCIA

Los MEF se caracterizan por utilizar corriente alterna y su frecuencia se define como el nimero
de veces que la corriente cambia de sentido (ciclos por segundo) (Martinez-Zorrilla, 2008). En
aplicaciones de calentamiento, las frecuencias utilizadas suelen ser bajas, siendo las méas comunes
entre 50 y 60 Hz (Varghese et al., 2014). Sin embargo, se pueden aplicar frecuencias mas elevadas
llegando incluso hasta valores de 1200 Hz o superiores. El uso de frecuencias altas permite limitar
la electrolisis en los electrodos, aunque limita el efecto de electroporacion.

TEMPERATURA

Ante cualquier tratamiento con campos eléctricos se genera un incremento de temperatura en
el medio que puede llegar a ser muy importante. Sin embargo, la temperatura del medio también
influye en el tratamiento, pues afecta a la estabilidad de las membranas (Martin Municio, 2018).
En MEF el aumento de temperatura se produce debido al efecto del calentamiento 6hmico.
Ademas, la temperatura suele tener un efecto lineal sobre la conductividad eléctrica del producto
(Gutiérrez, 2018).

FACTORES INTRINSECOS DE LOS PRODUCTOS TRATADOS

CONDUCTIVIDAD ELECTRICA

La conductividad eléctrica (o) del producto es el principal parametro que afecta a la efectividad
de los tratamientos con campos eléctricos (Rivas Soler, 2012). Dicha conductividad eléctrica



viene determinada por caracteristicas de los alimentos, como la composicion quimica, el estado
fisico y la temperatura (Gavahian et al., 2019). Asi, un tratamiento eléctrico serd mas efectivo en
alimentos que contienen la suficiente cantidad de agua y electrolitos, y por lo tanto una mayor
conductividad, que permita el paso de la corriente eléctrica (Knirsch et al., 2010).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos general

El objetivo principal del presente trabajo fue determinar la influencia de la aplicacion de
campos eléctricos moderados en el proceso de extraccion de oleuropeina a partir de hojas de olivo.

2.2 Objetivos especificos

Para lograr este objetivo se establecieron los siguientes objetivos especificos:

- Identificar y cuantificar la influencia de la proporcion entre hoja de olivo y disolvente en la
cinética y en el rendimiento de extraccién de oleuropeina.

- Determinar y cuantificar la influencia de la aplicacion de un campo eléctrico moderado
(MEF) en la cinética y en el rendimiento de extraccidn.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materia prima y preparacion de la muestra

Como materia prima de estudio, se utilizo hoja de olivo (Olea europea var. Sativa)
deshidratada y molida proporcionada por la empresa Iff-Murcia-Natural Ingredients S.L., la cual
asegurd la homogeneidad de la muestra (tamafio de particula inferior a 0,25 mm). Nada mas
recibir el material, se envasé en bolsas herméticas a vacio y se almacend a temperatura ambiente
en recipientes opacos hasta el momento de realizar las experiencias de extraccién con el objetivo
de minimizar la degradacion de compuestos de interés tanto por oxidacién como por la luz.

3.2 Determinacioén de la humedad

La determinacion del contenido de humedad de las muestras se realiz6 segun el procedimiento
de la AOAC nimero 934.01 (AOAC, 1997). Para ello se colocaron aproximadamente 3 g de hoja
de olivo molida en un pesasustancias. Este se introdujo en una estufa de secado por aire caliente
a 60 °C hasta alcanzar peso constante (al menos 48 h). El contenido en humedad se determin6 por
diferencia de peso utilizando una balanza analitica (Bel Engineering modelo M214A1). El
procedimiento se replico 10 veces para asegurar la significacion del resultado obtenido.

3.3 Determinacion de la conductividad

La conductividad eléctrica es un parametro clave en los procesos MEF y se ve influenciada
por las caracteristicas del producto, incluida la temperatura, la fuerza idnica, el agua libre, la
composicién quimica, tamafio y forma de las particulas. Ademas, las variaciones en la estructura
del producto, como los cambios de fase, la ruptura celular, la contraccion del tejido y los cambios
en la permeabilidad de la membrana, también pueden alterar la conductividad eléctrica de un
producto (Ramaswamy et al., 2014). Por eso resulta imprescindible su caracterizacion para este
tipo de procesos.

Para la determinacion de la conductividad eléctrica de las muestras, se prepararon diferentes
suspensiones de hoja de olivo en agua destilada al 1%, 5%, 10% y 15% (peso/volumen). Para
variar la temperatura de las suspensiones, se empled una placa calefactora (modelo Stuart
Scientific SM1). Ademas, se introdujo un agitador magnético en el interior del recipiente para
homogenizar la temperatura de la disolucion. La temperatura de la mezcla se registro en todo
momento empleando un termémetro de precision. Las medidas de la conductividad eléctrica se
obtuvieron cada 5 °C £ 1°C en el rango de 25 a 52 °C con un conductimetro de sobremesa con
brazo articulado y sensor de temperatura integrado XS COND 50 VIOLAB (G-COND51-3,
5BNO0O).



3.4 Equipo de aplicacion MEF y sistema de control de la temperatura.
Descripcion del sistema experimental.

La configuracion experimental utilizada para llevar a cabo los experimentos de extraccion con
aplicacién MEF fue construida por el grupo ASPA en la Universitat Politécnica de Valéncia
(Figura 1). El corazon de la misma la constituye la celda de extraccion (Figura 1B) que consiste
en un paralelepipedo de dimensiones internas de 25 x 8 x 12,5 cm construido en teflén. A ambos
lados de la celda se encuentran dos electrodos de 8 x 14 cm de titanio que se encuentran separados
24,4 cm. Estos electrodos estan conectados a una fuente de potencia programable (Programmable
AC Power Source 9830 Series) que permite generar el MEF en las condiciones deseadas de voltaje
y frecuencia. Ademas, la celda esta colocada sobre un agitador magnético (modelo Stuart
Scientific SM1) que permite agitar la muestra y mantenerla uniforme durante las extracciones.

Las experiencias de extraccion se realizaron a una temperatura controlada de 50 + 1 °C y
durante un tiempo maximo de 90 min. Para ello, la temperatura en la celda de extraccion se
monitoriz6 durante todo el proceso de extraccion mediante una sonda de platino (Pt100). Dicha
sonda esta conectada a un dataloger (34970A Data Acquisition/Switch Unit) provisto de una
tarjeta de entradas analégicas configuradas para las sondas de temperatura Pt100 y cuya lectura
se muestra en un monitor (Figura 1A). El contenido de la celda de extraccion (suspension de hoja
de olivo y disolvente) se bombea mediante una bomba peristaltica de tres rodillos (Watson
Marlow) a través de un tubo de silicona de 6 mm en el diametro interior y 8 mm en el didmetro
exterior. Este tubo esta inmerso en forma de serpentin en un bafio con una disolucion de
etilenglicol al 20% (v/v). En el mismo, se dispone de un agitador fuera-borda (JP Selecta™
3473100) con capacidad de calentamiento y de una unidad enfriadora (JP Selecta™ FRIGEDOR
3000778) de 220W. De esta manera, el bafio permiti6 calentar la mezcla de extraccion durante las
experiencias realizadas sin aplicacion de MEF, y enfriarlas cuando se aplicaron MEF. En el caso
de las experiencias con aplicacion de MEF, éste se aplicé de forma continuada durante los 90 min
gue se ensayaron las extracciones.

Figura 1. Montaje experimental para las experiencias extraccion con aplicacién MEF.



A: ordenador; B: celda de extraccién; C: agitador magnético; D; Dataloger para el registro
de temperatura; E: agitador fuera-borda; F: bomba peristaltica de tres rodillos; G: fuente de
potencia programable (MEF); H: bafio; I: unidad de enfriamiento; J: Sondas Pt100 para el
control de temperatura.

3.5 Puesta a punto del método de extraccion

El equipo de aplicacion MEF utilizado para la experimentacién es un equipo nuevo,
desarrollado y construido por el grupo ASPA en la Universitat Politécnica de Valencia. Esta es la
primera vez que se utiliza este equipo por lo que antes de abordar la experimentacion propiamente
dicha, fue necesario realizar un intenso trabajo de puesta a punto. Esta puesta a punto incluyo la
realizacion de numerosas pruebas relacionadas con el sistema de recirculacion para el control de
la temperatura. Asi, se realizaron numerosas pruebas para la determinacion del diametro y
longitud de la conduccién de re-circulacion que permitiera el control de temperatura pero que
evitara la obturacion del sistema de bombeo por las caracteristicas de las suspensiones. También,
fueron necesarias un numero importante de pruebas para establecer las condiciones de
calentamiento/enfriamiento necesarias en las diferentes condiciones ensayadas. Otro punto
importante lo constituyen los trabajos de homogeneizacién de las mezclas de hoja de olivo y
disolvente y su mantenimiento en suspension durante la extraccion. Por ultimo, es de destacar la
puesta a punto del sistema de toma de muestra y de medida del contenido de oleuropeina (filtrados
previos, medidas de absorbancia, etc.).

3.6 Experiencias de extraccion

El disolvente (medio de extraccidon) utilizado en todas las experiencias fue agua destilada. Las
extracciones se realizaron a una temperatura controlada de 50 + 1 °C tanto en las realizadas con
aplicacion de MEF como en las convencionales. Durante las mismas, la suspension de hoja de
olivo y disolvente se mantuvo agitada gracias a la recirculacion de la misma a través del bafio
termostatado, necesaria para el mantenimiento de la temperatura, como por la accion del agitador
magnético sobre el que se colocd la celda de tratamiento.

3.6.1 Experiencias de extraccion convencional

En lo que respecta a la extraccion convencional, se realizaron experiencias en la celda del
equipo descrito en el apartado 3.4, colocada sobre un agitador magnético para mantener
homogénea la disolucion. En este caso, para mantener la temperatura de extraccion constante a
50 °C, se utilizo6 el sistema de calefaccion del fuera-borda del bafio. De esta manera, manteniendo
la solucion de etilenglicol a una temperatura en torno a 70 °C (dependiendo de cada experiencia),
se consiguid tener en la celda de extraccion una temperatura de 50 + 1 °C.

Se ensayaron las siguientes proporciones peso/volumen de hoja de olivo y agua destilada (en
adelante carga masica): 10, 50, 100 y 150 g en 1 L de agua destilada (1, 5, 10, 15% p/v
respectivamente). El seguimiento de la cinética de la extraccidn se realizé tomando muestras con
una pipeta Pasteur a tiempos preestablecidos (2, 5, 7, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
minutos).
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3.6.2 Experiencias de extraccion MEF

Para las experiencias realizadas con aplicacion de MEF, se colocaron dos electrodos de titanio
a cada lado de la celda de extraccion y se conectaron al equipo Programmable AC Power Source
9830 Series. Las experiencias se realizaron con un voltaje de 300 V y una frecuencia de 1200 Hz.
Al igual que en las extracciones convencionales, la celda se situé sobre un agitador magnético
(modelo Stuart Scientific SM1) para mantener en suspension la mezcla hoja de olivo-disolvente
durante todo el proceso. En este caso, dada la generacion de calor que supone la aplicacién de
MEF, la temperatura de la celda de extraccion se mantuvo a 50 + 1 °C gracias a la unidad
enfriadora conectada al bafio auxiliar. En este caso, la temperatura de la solucion de etilenglicol
del bafio se mantuvo en torno a 35-37 °C dependiendo de las experiencias.

Las cargas masicas ensayadas fueron las mismas que las establecidas en la extraccion
convencional: 1%, 5%, 10% y 15%. Igualmente, para el seguimiento de las cinéticas de extraccion
se tomaron muestras con una pipeta Pasteur a los tiempos preestablecidos (2, 5, 7, 10, 15, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 minutos). Para ello, cada vez que se tomd una muestra, se desconecto el
sistema de aplicacion de MEF gracias al sistema de seguridad del equipo disefiado al efecto.

3.7 Seguimiento de la extraccion

Las muestras tomadas de la celda en los tiempos establecidos se filtraron inmediatamente
utilizando un filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) hidrofébico de 0,45 micrometros de tamafio
de poro. El filtrado se deposit6 en tubos Eppendorfs cubiertos con papel de aluminio para evitar
la incidencia de la luz. Se realiz6 una dilucién de 1:100 en un matraz aforado de 100 ml y se
homogeneizé en un agitador vortex (Agitador de laboratorio VWR Vortex Mixer) durante 1 min.
Inmediatamente después, se realizaron medidas de la absorbancia a 270 nm utilizando un
espectrofotometro Spectronic Helios Alpha Beta UV-Visible. Para evitar la interaccién de la
cubeta con la muestra, se utilizaron cubetas de cuarzo Hellma 101-QS 3500ul Macro Fluorescence
Cell, 10 x 10 mm Light Path PN 101-10-40.

Previamente, se realizé una curva de calibrado utilizando disoluciones de concentracién
conocida de un extracto de oleuropeina comercial (Olive leave extract 20% HPLC, Iff Murcia
Natural Ingredients). El resultado se expresé en mg de oleuropeina/g materia seca de hoja de
olivo.

3.8 Modelado de cinética de extraccion

El seguimiento del contenido de oleuropeina de los extractos durante la extraccion permitio
evaluar la cinética de extraccion de una manera cualitativa. Para la cuantificacion de la influencia
de las variables estudiadas en el proceso de extraccion de oleuropeina, se recurrio a la
modelizacion de los datos obtenidos experimentalmente. Para ello, se recurri6 al modelo de Naik
(Ecuacion 2):

11



_(Yoo°t)
~ (B+1t)

Ecuacion 2.

Donde Y representa el rendimiento de extraccién (mg de oleuropeina/g de materia seca de
hojas de olivo), t (min) el tiempo de extraccion, Y . el rendimiento de extraccion en equilibrio
y B (min) el tiempo de extraccion necesario para alcanzar la mitad de Y . (Ahmad-Qasem et al.,
2013). Para identificar los pardmetros del modelo (Y .. y B), se utiliz6 la herramienta Solver de
Excel ™ (Microsoft Corporation, Seattle, WA, EE. UU.). Para ello, se definio un problema de
optimizacién de manera que los valores de los parametros a identificar fueran aquellos que
minimizan la suma de las diferencias al cuadrado entre los datos de Y experimental y los
calculados con el modelo. Para determinar la bondad del ajuste se estimd el coeficiente de
determinacion ajustado (R%g) Y el error cuadratico medio (RMSD) dado por la Ecuacion 3y 4,
respectivamente (Polachini et al., 2019):

R2,. =1 N-1 (1 — R?)
adj N—(k+1)
Ecuacion 3.

100
MRE = (T) 2 1(Yexpi — Ycaril/YExpi)

Ecuacion 4.

Donde N es el namero de datos tomados de la extraccion, k es el nimero de parametros en el
modelo (excluyendo la constante), R?es el coeficiente de determinacion, Ycavi es el valor
predicho e Yexpi €s el valor experimental.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Humedad de la muestra de hoja de olivo

La operacién de extraccion de compuestos de interés suele requerir de un proceso de secado
previo de la materia prima, tanto para estabilizarla y poder almacenarla hasta su procesado, como
para evitar la interferencia del agua en la extraccién. Este proceso de secado puede influir no solo
en el perfil y concentracion de antioxidantes sino también en la estructura del material. Como
consecuencia, el secado puede afectar tanto a la cinética como al rendimiento del proceso de
extraccion antioxidante (Garcia-Pérez et al., 2010). Asi, el secado inmediato de las hojas de olivo
se considera una operacion importante en el procesamiento poscosecha para evitar pérdidas de
calidad y prevenir posibles degradaciones durante el almacenamiento. Ademas, reducir el
contenido de humedad de las hojas evita cualquier interferencia del agua en la lixiviacion de
polifenoles (Soysal & Oztekin, 2001). Por otro lado, la descomposicién de los componentes
celulares durante el secado también podria facilitar la liberacién de compuestos fendélicos unidos
(Ahmad-Qasem et al, 2013). Es por todo esto que el secado de la materia prima se ha considerado
un medio muy Uutil para incrementar la cantidad de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante de los extractos.

Las hojas de olivo utilizadas en el presente trabajo fueron suministradas ya secas. Sin embargo,
para caracterizar la muestra, antes de comenzar los ensayos de extraccion, se determind su
contenido de humedad. El resultado obtenido fue de 0,053 + 0,001 kg de agua/kg de materia seca.
Este contenido de humedad se consider6 adecuado para asegurar la estabilidad durante el
almacenamiento y evitar la interferencia del agua durante la extraccion (Garcia-Pérez et al., 2010).

4.2 Conductividad eléctrica de las suspensiones hoja de olivo-disolvente

La conductividad eléctrica de las distintas suspensiones dependi6 de la proporcion hoja de
olivo/disolvente ensayada (carga masica) (Figura 2). Asi, cuanto mayor fue la proporcién de hoja
de olivo, mayor result6 la conductividad medida. La hoja de olivo tiene numerosas sales minerales
(Na, K,...) que pasan facilmente al agua utilizada como disolvente. Esto hace que la conductividad
eléctrica del disolvente sea mayor. Lo cual podria afectar a los procesos de extraccion asistidos
por MEF ya que un incremento importante de la conductividad del disolvente respecto al material
puede hacer que la corriente eléctrica transcurra a través del mismo, en lugar de pasar a través de
las células vegetales. De esta manera, se podria alterar el proceso de electroporacion, y, por lo
tanto, la difusion de oleuropeina a través de las membranas celulares. Sin embargo, otros estudios
afirman que, con el aumento de la concentracidn, la trayectoria de la corriente eléctrica a través
del fluido se vuelve mas tortuosa, forzando un mayor porcentaje de la corriente a fluir a través del
material vegetal. Esto puede producir un mayor efecto del MEF en las células, lo cual provocaria
una mayor electroporacién en las mismas (Darvishi et al., 2013; Sakr & Liu, 2014).

Por otro lado, se observé una clara influencia de la temperatura en la conductividad eléctrica
(Figura 2). Asi, a mas temperatura, mayor fue la conductividad eléctrica registrada siendo esta
relacion practicamente lineal (Figura 2). Ademas, se observo una relacion entre la pendiente de
esta relacion y la proporcion de hoja de olivo en la suspension (Figura 3). Este incremento en el
valor de las pendientes se traduce en un crecimiento de la conductividad a medida que crece la
carga masica de la disolucion de hoja de olivo y agua destilada.
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Figura 2. Evolucién de la conductividad eléctrica con la temperatura en suspensiones con
diferentes proporciones de hoja de olivo y agua destilada (% peso/volumen).
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Figura 3. Aumento lineal de las pendientes de la relacion lineal entre conductividad eléctrica y
proporcién de hoja de olivo-disolvente a medida que aumenta la temperatura de dichas
suspensiones.
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4.3 Efecto de la carga masica en la cinética de extraccion convencional

La carga masica es uno de los principales factores que pueden influir en un proceso de
extraccion debido a que una relacién soluto/disolvente pequefia favorece la lixiviaciéon del
compuesto de interés hacia el solvente (De Leon Serna, 2021). Los resultados obtenidos en este
trabajo mostraron esta influencia. Asi, en las experiencias de extraccion convencional realizadas,
la cantidad de oleuropeina extraida por unidad de masa de hoja de olivo inicial fue mayor en las
pruebas realizadas con las cargas méasicas ensayadas mas bajas, 1 y 5%, que en las mas altas, 10
y 15% (Figura 3). Esto se podria atribuir a la menor capacidad de una misma cantidad de
disolvente para actuar sobre una mayor cantidad de hoja de olivo. Ademas, las cantidades
elevadas de sélidos podrian generar canales de flujo preferencial y zonas de fuera de juego,
promoviendo una disminucién en el contacto de la superficie entre el s6lido y el liquido y, por lo
tanto, disminuyendo la transferencia de masa. Estos resultados coinciden con los observados por
Pinelo et al. (2005) en el caso de la extraccion de compuestos fendlicos a partir de subproductos
de vinificacion. Estos autores obtuvieron una mayor cantidad extraida cuando utilizaron bajas
relaciones de muestra-disolvente. Otros autores también han observado altos rendimientos en la
extraccion de polifenoles de material vegetal con relaciones liquido/sélido de 80 a 100 mL/g
(Cacace & Mazza, 2003; Casazza et al., 2012). Se debe tener en cuenta que cuando la cantidad de
fase liquida comparada con la de la fase dispersa no es suficiente para obtener una transferencia
adecuada, pueden tener lugar varios equilibrios que conducen a una resistencia a la transferencia
de masa. Por lo tanto, es crucial tener una relacion soluto/disolvente bien definida para lograr una
mezcla suficiente y, por lo tanto, una alta tasa de difusion del soluto durante el proceso de
extraccion (Rakotondramasy-Rabesiaka et al., 2010), para lograr el maximo rendimiento de
extraccion.

Por otro lado, en la cinética de extraccion de oleuropeina utilizando el método convencional
se identificaron dos fases. En la primera, la cantidad extraida aument6 hasta llegar a un maximo.
A partir de aqui, se observo una tendencia de la curva hacia un valor asintético o incluso
decreciente (Figura 3). Estas fases suelen estar presentes en procesos de extraccion continuos.
Asi, Ferreira et al. (1999) observaron de una tendencia similar en la extraccion de aceite esencial
de pimienta negra (Pipper nigrum L.).

La tendencia de la segunda fase de la cinética de extraccion se relacion6 con la carga masica
utilizada durante la misma. Las extracciones realizadas con las cargas masicas mas elevadas, 10
y 15%, presentaron una tendencia mas asintética. Por el contrario, en las realizadas con cargas
masicas mas bajas, se observé una tendencia decreciente (Figura 3). Una mayor concentracion de
hoja de olivo en la disolucion podria proteger a la oleuropeina de su transformacion en otros
compuestos, su hidrélisis a hidroxitirosol o incluso su oxidacién, Esto supuso que, en estos casos,
la cantidad de oleuropeina se mantuvo practicamente constante hacia el final de la extraccion
(Figura 3). Sin embargo, en las concentraciones mas bajas (1% y 5%), la oleoeuropeina extraida
podria estar mas expuesta a la degradacion y transformacién en su principal metabolito, el
hidroxitirosol. Sin embargo, es cierto que las vias de biosintesis y degradacion de los
secoiridoides, como la oleuropeina, todavia no se comprenden completamente (Obied et al.,
2008). Ademas, algun tipo de degradacion relacionada con la temperatura empleada y el contacto
con el O, del aire podria ser también la causa de la disminucion de la cantidad de fenoles en el
extracto (Rodriguez-Meizoso et al., 2006). Por otro lado, a medida que pasa el tiempo de
extraccion, también se extraen otros compuestos presentes en la hoja de olivo. Esto podria causar
el bloqueo de la absorcion de oleuropeina a la longitud de onda utilizada en el presente trabajo
(270 nm). En estudios como el de Pinelo et al. (2005) se demostro que en el caso particular de la
extraccion de fenoles de subproductos de Vitis Vinifera se observo la formacion de polimeros
fendlicos durante etapas avanzadas de extraccion. Por este motivo, la eleccion de las condiciones
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de extraccidn debe ir precedidas de estudios previos sobre la reactividad de las especies sometidas
a caracterizacion.
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Figura 3: Evolucidn de la cantidad de oleuropeina (mg de oleuropeina/g hoja de olivo (ms))
extraida a medida que pasa el tiempo de extraccion utilizando un método de extraccién
convencional. Cargas masicas de 1y 15% (peso/volumen) de hoja de olivo en agua destilada.

El tiempo al cual aparecid el méximo contenido de oleuropeina extraido también dependié de
la carga masica. En el caso de las experiencias realizadas con contenidos de 1y 5% de hoja de
olivo, alcanzaron su maximo de extraccién a los 30 minutos (Tabla 3). En cuanto a las realizadas
con contenidos superiores, 10% y 15%, alcanzaron su maximo de extraccion en torno a los 40-50
minutos a partir del comienzo de la extraccion. Es por ello que no tendria sentido prolongar las
extracciones mas de 30-40 minutos, dependiendo de la carga masica. Ademas, un prolongamiento
excesivo del tiempo de extraccién podria incrementar las reacciones de degradacion y oxidacion
de los compuestos extraidos, en este caso de la oleuropeina, disminuyendo asi la calidad del
extracto obtenido.

16



4.5 Experiencias de extraccion con aplicacion de MEF

Las cinéticas de extraccion de oleuropeina con aplicacion de MEF presentaron una forma
similar a las descritas anteriormente en el caso de las extracciones convencionales. Es decir, el
contenido extraido aumentd rapidamente al principio de la extraccion hasta alcanzar un maximo
a partir del cual la cantidad de oleuropeina extraida disminuy6 mas o menos ligeramente (Figura
4). Como se ha comentado en el apartado anterior, este descenso podria ser provocado por la
transformacion de la oleuropeina en otros metabolitos (como el hidroxitirosol) o por el bloqueo
de la absorcion del extracto a la longitud de onda utilizada en los analisis por la presencia de otros
compuestos que se extraen de forma simultanea. Al igual que en las extracciones convencionales,
en las extracciones realizadas con cargas masicas pequefias (1% y 5%), esta disminucion fue
mayor que en las extracciones realizadas con mayores cargas masicas (10% y 15%) (Figura 4).
Esto podria atribuirse a que una mayor cantidad de hoja de olivo protegeria a la oleuropeina de
su propia degradacion y oxidacién. En lo respectivo al tiempo de extraccion en el que se consiguid
la maxima cantidad de oleuropeina, fue similar en las experiencias con aplicacion de MEF que en
las extracciones convencionales (Tabla 2). En cuanto a la influencia de la carga masica utilizada,
al igual que en las extracciones convencionales, se observo una mayor cantidad de oleuropeina
extraida por unidad de masa de hoja de olivo en las experiencias realizadas a bajas cargas masicas
gue a altas cargas masicas (Figura 4). Al igual que antes, una mayor proporcién de disolvente
respecto al material tratado favorece la transferencia de materia y, por lo tanto, la extraccion de
compuestos de la matriz sélida.

Por otro lado, la cantidad de oleuropeina extraida fue superior en las extracciones con
aplicacién de MEF que en las extracciones convenciones en todas las cargas masicas utilizadas,
como se puede observar en las Figura 5. Esto podria estar relacionado con posibles efectos de los
MEF sobre la estructura. Asi, Kumari et al. (2016) identificaron el efecto positivo de la aplicacién
de un pre-tratamiento con MEF en la extraccién de aceite de semillas de sésamo obteniendo un
incremento del rendimiento de un 26%. Por otro lado, Lakkakula et al. (2004) obtuvieron un
resultado similar en la recuperacion de aceite de salvado de arroz.

El efecto de la aplicacion de MEF fue mayor en las extracciones realizadas con cargas masicas
mas bajas, 1% y 5%. Por el contrario, en las extracciones realizadas con cargas de 10 y 15% (p/v),
el incremento de la cantidad de oleuropeina extraida debido a la aplicacién del MEF fue menor
(Figura 5). Como se ha visto en el apartado 4.2, la conductividad eléctrica fue mayor en las
suspensiones de mayor carga masica, lo que podria ser causado por la mayor migracion de sales
(Na, K...) al agua de extraccidn debido al mayor contenido de hoja de olivo. Esto podria facilitar
el paso de la corriente eléctrica a través del disolvente en lugar de atravesar el material vegetal,
lo que podria disminuir el efecto de electroporacion en las células, y, por lo tanto, reducir la
cantidad de oleuropeina extraida. Otra causa podria ser que cantidades elevadas de sélidos podrian
generar zonas de fuera de juego dificultando el efecto del MEF en todo el material vegetal y
posiblemente como consecuencia disminuiria la lixiviacion de oleuropeina.
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Figura 4: Cinéticas de extraccion con aplicacion MEF de hoja de olivo con agua a cargas
masicas de 1y 15% peso/volumen). Evolucion de la cantidad de oleuropeina (mg de
oleuropeina/g hoja de olivo (ms)) en el extracto a medida que pasa el tiempo de extraccion.
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Figura 5: Comparacion de la evolucion de la cantidad de oleuropeina extraida (mg de
oleuropeina/g hoja de olivo (ms)) con el tiempo de extraccion. Cargas masicas de 1y 15%
(peso/volumen) de hoja de olivo en agua destilada y extracciones realizada sin y con aplicacion
MEF.
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Tabla 2: Tiempo (min) en el cual se obtuvo la maxima cantidad de oleuropeina extraida
en experiencias realizadas con y sin con aplicacién MEF a diferentes cargas masicas (%
peso/volumen) de hoja de olivo y agua destilada.

Carga masica Tiempo en el que la Tiempo en el que la
(g hoja olivo/1L agua cantidad de oleuropeina cantidad de oleuropeina
destilada) extraia es maximaen la extraida es maximaen la
extraccion convencional extraccion con aplicacion
(min.) MEF (min.)
1 30 40
5 30 30
10 40 50
15 50 50

4.6 Modelizacion de las cinéticas de extraccion

Los datos experimentales obtenidos de cada extraccion realizada a las diferentes cargas
masicas (1, 5, 10 y 15%) y siguiendo el método de extraccion convencional o extraccién con
aplicacién de MEF se ajustaron al modelo de Naik para cuantificar la influencia de la carga méasica
y la aplicacion de MEF en la extraccion. Solo se ajustaron los valores de oleuropeina extraida
hasta alcanzar el maximo valor de la misma. Los parametros del modelo identificados en cada
condicion se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Parametros cinéticos del modelo de Naik para las diferentes condiciones de
extraccion: Cargas masicas de 1, 5, 1% y 15%; y extraccion convencional o con aplicacion

de MEF.
Carga masica
1% 5% 10% 15%
Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con

MEF MEF MEF MEF MEF MEF MEF MEF

Yoo 0,031 0,046 0,038 0,042 0,028 0,030 0,023 0,025

B 0,512 1,232 0,299 0,176 0,409 0,575 0,325 0,440

R%q 0,688 0,729 0,635 0,696 0,837 0,807 0,729 0,621

MRE 2,05 2,32 1,32 0,57 1,39 1,54 1,35 2,10
(%0)
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En general, el modelo de Naik se ajusté relativamente bien a los datos experimentales. Los
valores del coeficiente de determinacion (R%g;) obtenidos fueron modestos, no alcanzado el valor
de 0,90. Esto es una muestra de la gran variabilidad en los datos obtenidos. Sin embargo, el error
relativo medio (MRE) se situ6 en torno al 2%, un valor relativamente bajo, que indica una buena
calidad del ajuste. Ademaés, las cinéticas experimentales y las calculadas con el modelo
presentaron una tendencia similar en todas las condiciones estudiadas (Figura 6 y 7) y similares
a las obtenidas en otros estudios de extraccion de compuestos de interés a partir de hoja de olivo
(Ahmad-Qasem et al., 2013).
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Figura 6: Ajuste al modelo de Naik a la cinéticas de extraccion experimental de oleuropeina
con carga masica del 1% (peso/volumen) de hoja de olivo y agua destilado, sin (A) y con
aplicacién MEF (B).
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Figura 7: Ajuste al modelo de Naik a la cinéticas de extraccion experimental de oleuropeina
con carga masica del 15% (peso/volumen) de hoja de olivo y agua destilado, sin (A) y con
aplicacién MEF (B).
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En lo que respecta a los pardmetros del modelo, en las experiencias de extraccion
convencional, la cantidad de oleuropeina extraida en el equilibrio (Y.) fue mayor en las
experiencias realizadas con una menor carga masica (Figura 8). Por otro lado, el pardmetro B
disminuy6 a medida que aumentd la carga masica (Figura 8). Este parametro esta relacionado con
el tiempo necesario para extraer la mitad de Y... Es decir, un aumento de la cantidad de hoja de
olivo en el agua de extraccion supuso un menor tiempo de extraccion (min) necesario para
alcanzar la mitad del rendimiento de la extraccion en el equilibrio (Y.), que por otro lado fue
menor. Estos parametros muestran que la disminucion de la carga masica aumento el rendimiento
de la extraccion debido a que una mayor relacién soluto/disolvente favorece el rendimiento de
este tipo de operaciones en todos los casos. Por otro lado, un aumento de la carga masica
implicaria un menor tiempo de extraccion (min) para alcanzar el equilibrio ya que la cantidad
extraida de oleuropeina es menor.

En cuanto a las extracciones realizadas con aplicacion MEF, al igual que en la extraccion
convencional, el rendimiento de la extraccién en el equilibrio (Y.,) fue superior en las extracciones
realizadas con una carga masica mas pequefia (Figura 8). Es decir, se extrajo una mayor cantidad
de oleuropeina cuando la relacidon soluto/disolvente fue mayor. En todos los casos, el valor de Y
identificado fue superior en las experiencias en las que se aplicaron MEF. Por lo tanto, los MEF
contribuyeron a la mejora de rendimiento del proceso de extraccion. Sin embargo, la mejora del
rendimiento de la extraccion fue superior en experiencias realizadas con cargas masicas pequefias
gue con grandes. Como se ha comentado antes, esto podria deberse a que el aumento de la
cantidad de hoja olivo en la disolucion hace que sales (K, Na...) pasen al agua destilada
aumentando la conductividad de la misma. Esto podria provocar que la corriente eléctrica
procedente de la aplicacion de los campos eléctricos moderados se transmita mejor por la fase
liquida que a través del material vegetal lo cual podria reducir el fenémeno de electroporacion de
las células de hoja de olivo.

Por otro lado, el parametro B, al igual que en la extraccion convencional, disminuy6 con el
incremento de la carga masica (Figura 9). Esto implica que un aumento de la carga masica supone
una reduccidn del tiempo (min) necesario para alcanzar la mitad del rendimiento de extraccién en
el equilibrio (Y.) debido a que se extrae una menor cantidad de oleuropeina. Los valores
identificados de B también fueron superiores en las extracciones con aplicacion de MEF que en
las extracciones convencionales (Figura 9). Es decir, el tiempo de extraccion (min.) necesario
para alcanzar la mitad del rendimiento en el equilibrio también fue superior en las extracciones
con aplicacion MEF, esto puede deberse a que la cantidad de oleuropeina extraida también fue.
Sakulchuthathip et al., (2017) encontraron que la aplicacion de tratamiento 6hmico redujo el
tiempo de extraccion de 180 minutos a 45 minutos en la extraccion de compuestos bioactivos de
cebollino chino (75% de reduccion) respecto a una hidrodestilacion. El rendimiento de extraccion
obtenido de ambos métodos fue similar. Loypimai et al. (2015) también afirmaron que el
tratamiento 6hmico puede ayudar a la extraccion por solvente de antocianinas del salvado de arroz
Ceroso negro para preparar polvo colorante natural.
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Figura 9: Evolucidn del pardmetro B del modelo de Naik para las cinéticas de
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mostraron que el aumento de la carga méasica (proporcion de hoja
de olivo/agua de extraccion) disminuyé el rendimiento de extraccién de oleuropeina. Ademas,
se observo que existe un tiempo de extraccion 6ptimo de 30-40 min en el cual se extrajo la
méaxima cantidad de oleuropeina por masa de hoja de olivo. El uso de mayores tiempos de
extraccion no solo no supuso la obtencion de una mayor cantidad de oleuropeina si no que se
observo una reduccion, probablemente debida a proceso de oxidacion o degradacion de la
misma. Esta reduccion fue menos importante en extracciones realizadas con mayores cargas
masicas, posiblemente por un efecto protector de la misma.

La aplicacion de campos eléctricos moderados (MEF) supuso un mayor rendimiento de la
extraccion en todas las condiciones estudiadas, pero especialmente en las experiencias
realizadas con valores bajos de carga masica.

Este trabajo ha sido una primera aproximacion a la aplicacion de MEF en el proceso de
extraccion de oleuropeina a partir de hoja de olivo y abre un campo de investigacion para
determinar la influencia de las distintas variables de proceso en el mismo (frecuencia, voltaje,
tiempo, temperatura...).
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