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RESUMEN 

 

Los fluidos supercríticos han abierto un amplio campo de posibilidades y nuevas 

alternativas en la tecnología de los alimentos.  La razón principal es el hecho del empleo del 

CO2 como disolvente, una sustancia permitida en alimentos. Ciertamente, la extracción con 

fluidos supercríticos (SFE) de materiales vegetales sólidos es actualmente la aplicación más 

explotada. 

Bajo el concepto de química verde, La SFE es una de las más eficientes y prometedoras 

alternativas para la producción de extractos vegetales de alta calidad. La tecnología SFE 

puede considerarse como una técnica óptima de extracción de biomoléculas, debido a la 

completa ausencia de disolventes orgánicos durante el proceso y en el producto final, su 

adecuación para extraer especies termosensibles, la ausencia de daño oxidativo y la 

posibilidad de poder ser aplicada tanto a escala analítica como a escala industrial. 

El comportamiento cinético de la SFE de materiales vegetales en lecho fijo se suele 

representar mediante un gráfico de la masa extraída en función del tiempo, o en función de 

masa de disolvente consumido, comúnmente conocido como curva de extracción (OEC, 

Overall Extraction Curve). No solo el rendimiento másico varía durante el tiempo de 

extracción, sino también la composicióny las propiedades fisicoquímicas y biológicas del 

extracto. El escalado en un proceso de SFE busca reproducir la misma OEC en diferentes 

celdas de extracción con diferente capacidad y/o forma. Existe un gran número de modelos 

cinéticos en la literatura, los cuales han sido desarrollados y/o adaptados para representar la 

OEC de un proceso SFE. Estos modelos incluyen desde correlaciones simples basadas en 

cinéticas de primer orden, tales como el modelo de Barton, hasta modelos fenomenológicos 

integrales basados en la transferencia de masa diferencial en el interior de la celda de 

extracción. Sin embargo, los estudios o enfoques sobre el escalado SFE son escasos en la 

bibliografía y están basados en la aplicación de algunas reglas de pulgar o enfoques semi-

empíricos tradicionales de la ingeniería química. 

En esta tesis doctoral se estudió el comportamiento cinético de dos materiales vegetales: 

mortiño (Vaccinium meridionals Swartz) y caléndula (Calendula officinalis). Las OECs se 

obtuvieron a diferentes presiones y temperaturas de extracción, así como utilizando 

diferentes caudales de CO2 y distintas celdas de extracción (de 0.3, 1.35 y 5.2 L de 

capacidad) disponibles en la Plataforma Novalindus (CIAL UAM+CSIC). Todas las OECs 
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fueron representadas siguiendo el modelo Broken and Intact Cells (BIC), el cual fue 

posteriormente empleado para evaluar la aplicación de dos criterios de escalado muy 

utilizados en la bibliografía, a saber, a) mantener constante la velocidad lineal del CO2 o b) 

mantener constante el tiempo de residencia del CO2 a través del lecho empacado. De acuerdo 

con las predicciones del modelo BIC, este último criterio debería proporcionar una buena 

estimación del caudal másico de CO2 para factores de escalado de 5 y 19. Sin embargo, los 

resultados experimentales no concuerdan con las predicciones teóricas (Materials, 2016, 

9(519) DOI: 10.3390/ma9070519; The Journal of Supercritical Fluids, 2017, DOI: 

10.1016/j.supflu.2017.03.033). Esta conclusión coincide con lo señalado por otros estudios 

previos de escalado de la bibliografía, corroborando la evidencia general de que no hay un 

criterio único y efectivo para el escalado de la SFE de materiales vegetales. 

No obstante, utilizando las OECs generadas en esta Tesis Doctoral se consiguió 

desarrollar una correlación general que sirviera como herramienta para el cálculo del caudal 

másico de CO2 en el salto de escala SFE de las unidades que dispone la Plataforma 

Novalindus. Los coeficientes de transferencia de masa en la fase supercrítica fueron 

estimados mediante dos modelos diferentes (modelo de Barton y modelo BIC) para todas las 

OECs obtenidas para mortiño y caléndula en celdas de extracción de diferente tamaño, y se 

correlacionaron satisfactoriamente (R2 > 0.96) en función de los parámetros geométricos de 

la celda de extracción (diámetro y longitud), el número adimensional de Schmidt, y el 

tamaño de partícula y la porosidad del lecho empacado (Journal of Food Engineering, 

enviado en junio de 2017). Además, para calcular el coeficiente de difusión de un extracto 

natural, el cual forma parte del número de Schmidt, se desarrolló en esta Tesis Doctoral un 

método propio (The Journal of Supercritical Fluids, 109 (2016) 148-156). 

Finalmente, se extendió la correlación desarrollada entre el caudal de CO2 y el 

coeficiente de transferencia de masa a un conjunto más amplio de datos, incluyendo 19 OECs 

obtenidas en la Plataforma Novalindus y 34 OECs recopiladas de la bibliografía. Este 

conjunto de datos comprende 10 materiales vegetales diferentes, temperaturas entre 298 y 

333 K, presiones en el rango de 10 a 30 MPa, diámetros de partículas entre 250 y 1400 µm, 

volúmenes de celdas de extracción desde 50 a 5200 cm3, así como porosidades de lecho en 

el rango de 0.59 a 0.97. La correlación resultante presentó un coeficiente de regresión mayor 

a 0.86, indicando la validez de la tendencia general observada y estableciendo su potencial 

como una herramienta para estimar el caudal de CO2 requerido en el escalado SFE de 

materiales vegetales (Journal of Food Engineering, enviado en junio de 2017).
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SUMMARY 

 

Supercritical fluids have opened a wide range of new alternatives for the expansion of 

food technology. Certainly, the most remarkable reason is the use of a substance permitted 

in foods, namely carbon dioxide (CO2), as solvent. The supercritical fluid extraction (SFE) 

of solid vegetable materials is currently one of the most exploited applications.  

Under the concept of green processing, SFE is one of the most efficient and promising 

alternatives to produce high-quality vegetal extracts. SFE technology can be awarded as a 

superior extraction technique for biomolecules because it is organic solvent free, adequate 

for thermo-sensitive species, avoid oxidation damage, and can be applied from analytical 

scale to large industrial scale.  

The kinetic behavior of SFE of vegetal packed beds is usually represented by the plot 

of the mass extracted as a function of time or as a function of the mass of spent solvent, 

commonly denoted Overall Extraction Curve (OEC). Not only mass yield varies along 

extraction time, but also composition, physicochemical and biological properties of the 

extract. SFE scaling aims to reproduce the same OEC in extraction vessels with different 

shape and/or capacity.  

A large number of kinetic models can be found in the literature, which were developed 

and/or adapted to represent the OEC of SFE processes, including simple correlations based 

on first order kinetics, such as the Barton model, to comprehensive phenomenological 

models based on mass transfer differential occurred in the cell extraction. Yet, more limited 

approaches and studies are available in the literature regarding SFE scaling, and are based 

on some thumb rules or semi-empirical approaches of traditional chemical engineering.  

In this PhD Thesis the kinetic behavior of two vegetal materials, namely Vaccinium 

meridionale Swartz (mortiño) and Calendula officinalis (calendula), was study. The OECs 

were obtained at different extraction pressures and temperatures, as well as at different CO2 

mass flow rates and using extraction cells of different size (0.5 and 2 L vol.) available in 

Novalindus Platform (CIAL UAM+CSIC). All OECs were adequately represented by the 

Broken and Intact Cells (BIC) model, and the model was then used to assess the accuracy of 

two different scaling up criteria: maintaining throughout the packed bed the CO2 linear 

velocity constant, or maintaining the CO2 residence time constant. According to BIC model 
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predictions, this last criterion should provide good estimation of the CO2 mass flow rate for 

scaling factors of 5 and 19. Nevertheless, experimental results do not agree with the 

theoretical prediction (Materials, 2016, 9(519) DOI: 10.3390/ma9070519; The Journal of 

Supercritical Fluids, 2017, DOI: 10.1016/j.supflu.2017.03.033). This conclusion agrees with 

other scaling-up studies reported in the literature, supporting the general evidence that there 

is not a single criterion effective for SFE scaling up of vegetal materials. 

Then, using all OECs generated in this Doctoral Thesis a general correlation was 

developed with the aim to generate a tool to estimate the CO2 mass flow rate in scaling up 

within Novalindus facilities. The mass transfer coefficients in the supercritical fluid phase 

were estimated by two different models (Barton kinetic model and BIC model) of the OECs 

obtained for mortiño and calendula in the different size extraction cells were satisfactorily 

correlated (R2 > 0.96) in terms of the cell geometric parameters, diameter and length, the 

dimensionless Schmidt number, the material particle size and the bed porosity (Journal of 

Food Engineering, submitted in June 2017). Yet, to calculate the diffusion coefficient of a 

natural extract, which is part of Schmidt number, an own method, developed in this Thesis 

was used (The Journal of Supercritical Fluids, 109 (2016) 148-156).  

The resulted relation between the CO2 flow rate and the mass transfer coefficient was 

also studied enlarging the OEC data set, including 19 OECs obtained in Novalindus Platform 

and 34 OECs from the literature. This set of data comprise 10 different plant materials, 

temperatures in the range of 298 to 333 K, pressures in the range of 10 to 30 MPa, particle 

diameter varied from 250 to 1400 µm, extractor volumes from 50 to 5200 cm3 and bed 

porosities in the range of 0.59 to 0.97. The correlation presented a regression coefficient 

higher than 0.86, indicating the validity of the general trend observed and setting its potential 

to be used for estimating the CO2 flow rate required in SFE scale up of plant materials 

(Journal of Food Engineering, submitted in June 2017). 
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ESTRUCTURA DE LA MEMORIA 

 
La presente memoria se encuentra estructurada en siete secciones, las que se detallan 

a continuación: 

Introducción, presentación de los fundamentos y antecedentes correspondientes a los 

trabajos realizados en esta Tesis, donde se incluye también una descripción detallada de las 

plantas de extracción supercrítica de la Plataforma Novalindus utilizados para desarrollar el 

plan de trabajo. 

Objetivos y Plan de Trabajo, planteamiento de los objetivos generales y parciales, y 

descripción de la metodología y los procedimientos aplicados, los materiales utilizados, y 

las tareas realizadas para alcanzar los objetivos planteados. 

Resultados, presentación de los resultados obtenidos según cuatro artículos publicados, 

y encabezados por un prefacio donde se explica sus contenidos en forma general y resumida.  

Discusión, se presenta una explicación general del trabajo de Tesis que integra todos 

los trabajos publicados. 

Conclusiones, incluye las conclusiones más relevantes, parciales y generales, obtenidas 

en esta Tesis Doctoral. 

Bibliografía, utilizada en esta memoria y en las publicaciones que ha dado lugar la Tesis 

Doctoral. 

Anexos, se incluye la lista de otras publicaciones vinculadas a esta Tesis, así como 

publicaciones desarrolladas para la formación del doctorando, pero no vinculadas 

directamente con esta memoria.  
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1. 1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 La Extracción con Fluidos Supercríticos y la Industria Alimentaria 

 

La extracción con fluidos supercríticos (SFE: Supercritical Fluid Extraction) ha 

demostrado ser una de las tecnologías verdes con grandes ventajas y posibilidades de 

aplicación en diversos campos, entre las cuales se destacan la industria alimentaria, 

cosmética, farmacéutica, materiales, química, energética y tratamiento de residuos. Entre 

ellas, la industria alimentaria se ha beneficiado de forma sustancial, debido al uso como 

fluido supercrítico de una sustancia permitida en alimentos: el dióxido de carbono (CO2). 

Siendo un disolvente ideal para la extracción de compuestos de afinidad lipídica, el CO2 

ofrece grandes ventajas frente a los métodos tradicionales de extracción [1]. 

Por otro lado, la SFE es un proceso alternativo que se adapta al cumplimiento de algunas 

de las restricciones impuestas por algunos organismos en materia de salud, seguridad, 

reducción de residuos tóxicos y minimización del impacto sobre el medioambiente. 

En la región supercrítica, las propiedades fisicoquímicas de una sustancia pura asumen 

valores intermedios entre los estados líquido y gaseoso. En la figura 1.1., se representa el 

diagrama de fases presión vs temperatura, donde la figura (i) muestra la separación de fases 

entre gas y líquido para el CO2, al mantener la presión constante y a medida que la 

temperatura se incrementa el menisco que las separa comienza a reducirse (ii), a mayores 

incrementos de temperatura el menisco se hace casi imperceptible (iii) hasta que la presión 

y la temperatura crítica son alcanzadas y superadas, observándose cómo las fases líquido y 

vapor forman una sola fase fluida en la región supercrítica (iv) [1,2]. Al encontrarse en dicha 

región, las propiedades relacionadas con la capacidad de disolución, como es la densidad del 

fluido supercrítico, se aproximan a valores cercanos a las de un líquido. En lo referente a 

propiedades relacionadas con el transporte de materia, como la difusividad y la viscosidad, 

se alcanzan valores próximos a las de un gas. Como es sabido, los líquidos actúan como 

excelentes disolventes, pero se caracterizan por poseer una difusión lenta y una alta 

viscosidad. Los gases, a su vez, no son buenos disolventes, pero tienen un alto coeficiente 

de difusión, así como una baja viscosidad. Así, la combinación de densidades tipo líquido y 

propiedades de transporte similares a los gases convierten a los fluidos 
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supercríticos en una clase de disolvente con propiedades óptimas para los procesos de 

extracción y fraccionamiento [3,4]. 

 

 

 

Figura 1.1 Diagrama de fases de una sustancia pura (Adaptado de Palmer y Ting, 

1995 [1] y Barry y col. (2006) [2]) 

 

En la tabla 1.1 se muestran algunos disolventes y sus respectivos valores de temperatura, 

presión y densidad en el punto crítico. De los valores se puede apreciar las ventajas 

operativas que posee el dióxido de carbono para alcanzar las condiciones críticas (Presión: 

7.38 MPa; Temperatura: 304.1 K) frente a otros disolventes convencionales.
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Tabla 1.1 Propiedades críticas de algunas sustancias puras 

 

Disolvente 
Tc (K) 

[5,6] 

Pc (MPa) 

[5] 

c (kg·m3) [7]  

Dióxido de Carbono (CO2) 304,15 7,38 468 

Agua (H2O) 647,3 22,12 322 

Etanol (CH3CH2OH) 513,9 6,14 276 

Metanol (CH3OH) 512,6 8,09 272 

Amonio (NH3) 455,55 11,35 253 

Isopropanol (CH3CHOHCH3) 508,3 4,76 273 

Tc: Temperatura crítica; Pc: Presión crítica; c: densidad crítica 

 

El CO2 supercrítico (SC-CO2) se comporta como un disolvente lipofílico, aunque 

comparado con otros disolventes líquidos, como pentano o hexano, posee la ventaja de ser 

selectivo, es decir, su poder de solvatación puede ser ajustado variando la presión y la 

temperatura de operación [8]. Según Brunner (2005), el poder de solvatación del SC-CO2 

puede resumirse de acuerdo con las siguientes reglas [4]: 

i. Buena disolución de compuestos apolares o ligeramente polares. 

ii. La solvatación de compuestos de baja masa molar es alta y disminuye con el aumento 

de la misma. 

iii. El SC-CO2 posee alta afinidad con compuestos orgánicos oxigenados o de masa 

molar media. 

iv. Ácidos grasos libres y sus glicéridos exhiben bajas solubilidades. 

v. Los pigmentos son moderadamente solubles. 

vi. El agua tiene una baja solubilidad (< 0.5 % m/m) a temperaturas inferiores a 100C. 

vii. Proteínas, polisacáridos, azúcares y sales minerales son insolubles. 

viii. A medida que aumenta la presión del CO2 es capaz de separar compuestos que son 

menos volátiles, tienen masa molar más alta y/o son más polares. 
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La aplicación de la tecnología de extracción supercrítica en el procesamiento de 

alimentos se inició en la década de 1970. En el año 2003, Tzia y Liadakis (2003) publicaron 

un listado con más de 20 industrias de procesamiento de alimentos y productos naturales que 

han incorporado en sus procesos la SFE a nivel global [9]. Sin embargo, algunas de las 

aplicaciones más reconocidas y a menudo muy citadas en la industria alimentaria y de 

bebidas incluyen la extracción de sabores amargos a partir del lúpulo y la descafeinización 

de los granos de café [4], la extracción de tricloroanisol, responsable del llamado “sabor a 

corcho” en el corcho empleado para el embotellado del vino [10], entre otras. 

Shütz (2007) realizó una búsqueda de solicitudes de patentes basadas en fluidos 

supercríticos encontrando que de las 8600 solicitudes presentadas entre 1992 y 2006, 4960 

correspondían a 4 países: Japón, Estados Unidos, Alemania y China; de ellas, un 37.5 %, de 

las solicitudes presentadas en estos países correspondían a aplicaciones en la industria 

alimentaria y farmacéutica, indicando un fuerte y constante interés a nivel mundial de estos 

sectores industriales por la aplicación de los fluidos supercríticos [11]. 

Moraes y col. (2014) realizaron un análisis de las publicaciones sobre SFE entre 2004 – 

2014 reportando un total de 10.164 artículos disponibles en la base Web of Science y 12.668 

en Scopus. En un análisis más detallado por países, describieron que el 20 % de las 

publicaciones fueron aportadas por los Estados Unidos, alrededor de un 15 % provenían de 

China, un 10 % de Japón y aproximadamente un 6.5 % de España, observando además un 

crecimiento del 2.5 % (observado antes de 2010) al 4.8 % en la contribución de 

Latinoamérica a las publicaciones a nivel mundial sobre SFE para el periodo analizado entre 

2010 a 2013 [12]. 

La aplicación de la tecnología SFE en la industria de alimentos y afines continúa 

creciendo y este hecho puede constatarse al revisar las numerosas publicaciones sobre 

aplicaciones de la SFE con alta viabilidad técnico-económica basadas en la extracción de 

compuestos de alto valor a partir de hierbas [13], especias [14–16], material vegetal [17,18], 

tejidos animales [19], microalgas, frutas [20–22], hojas [23], lípidos [24], semillas [25], 

arroz [26], entre otros. 

Según King (2014) y del Valle (2014), en la actualidad existen más de 150 plantas de 

extracción con fluidos supercríticos en el mundo, las cuales cuentan con celdas de extracción 

cuya capacidad supera los 0.5 m3 de volumen [27,28]. 
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1.2 Fundamentos de la Extracción con Fluidos Supercríticos en Batch 

 

La extracción de matrices sólidas con SC-CO2 en batch es un proceso discontinuo en el 

cual se utiliza un extractor de lecho fijo (ver figura 1.2), donde el lecho se encuentra formado 

por el propio material vegetal. Durante el proceso de extracción el disolvente es bombeado 

hacia la celda de extracción donde se encuentra depositado el material desde un tanque de 

almacenamiento (C), mediante una bomba de CO2 (D). El disolvente pasa a través de un 

intercambiador de calor (F) donde se garantiza que alcance la temperatura de operación 

requerida. El caudal de CO2 es controlado mediante un medidor de flujo (D), y se distribuye 

uniformemente en el interior del lecho de partículas sólidas (A ó B). Dentro de la celda de 

extracción, el CO2 se desplaza a través del material vegetal solubilizando los componentes 

presentes en él. Conforme el disolvente fluye a través del material vegetal ocurre la 

transferencia de masa del soluto desde la fase sólida a la fase fluida, y en cualquier punto de 

la celda de extracción la concentración del extracto en la fase sólida y fluida varía de forma 

continua, pudiendo alcanzar la condición de equilibrio. Debido a que el lecho permanece 

fijo, la concentración del extracto en la fase fluida varía con el tiempo y la posición, de esta 

forma el proceso ocurre en régimen transitorio. Una vez que la mezcla formada por el soluto 

y el disolvente abandona el extractor pasa a través de una válvula de regulación de presión 

o BPR (G) y luego a un separador (H) donde la presión se reduce, el extracto precipita y el 

CO2, en fase gas en estas condiciones, pasa a un sistema de recirculación que contiene filtros 

y demisters (J) para su purificación, así como un sistema de enfriamiento (K) para su 

condensación. 

La extracción en batch, cuya descripción gráfica puede verse en la figura 1.3 [28], fue 

descrita por Brunner (1994) en las siguientes etapas:  

i. La matriz solida depositada en la celda de extracción absorbe el disolvente 

supercrítico, dilatando la estructura de las células y los canales intercelulares, 

haciendo que la resistencia a la transferencia de masa disminuya. 

ii. Al mismo tiempo ocurre la disolución de los compuestos que son solubles en el 

disolvente supercrítico. 

iii. Los compuestos solubilizados son transferidos desde la parte interna del solido 

hasta la superficie. 

iv. Los compuestos solubilizados alcanzan la superficie externa. 
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v. Ocurre la transferencia de las sustancias extraídas desde las superficies hacia el 

seno del disolvente supercrítico. 
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A = Celda de Extracción escala laboratorio I = Válvula BPR manual 

B = Celda de Extracción escala piloto J = Demister 

C = Tanque de Almacenamiento de CO2 K = Condensadores 

D = Bomba de CO2 L = Sistema de enfriamiento 

E = Caudalímetro M = Indicador de Volumen de CO2 

F = Intercambiador de Calor P = Manómetros 

G = Válvula BPR automática (┈) = Sistema de control PLC 

H = Separador Ciclónico (---) Recirculación 

 

Figura 1.2 Diagrama esquemático de una planta de SFE (Thar SF2000) y su configuración 

para escalas de laboratorio y piloto. 
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Figura 1.3 Esquema de una partícula de material vegetal durante la extracción SFE. 

 

1.2.1 Cinética de Extracción 

 

La extracción supercrítica en batch es un proceso discontinuo, es decir, que cambia en 

función del tiempo. La velocidad de extracción puede representarse gráficamente mediante 

una curva en la cual se relaciona la masa de extracto o soluto obtenido, a veces en relación 

a la masa de muestra inicial, en función del tiempo o la cantidad de disolvente consumido. 

Esta curva se denomina Curva Global de Extracción (OEC = Overall Extraction Curve).  

Según Brunner (1994) a través del análisis de una OEC se puede extraer información 

clave sobre el comportamiento de un determinado extracto durante una extracción SFE, lo 

que permitirá la selección de variables que ayuden a garantizar una mayor viabilidad al 

proceso, entre las cuales se destaca el tiempo de extracción [29]. 

Sovová (1994) dividió la OEC en tres etapas: etapa de extracción constante CER 

(Constant Extraction Rate period), etapa con tasa de extracción decreciente FER (Falling 
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Extraction Rate period) y la etapa controlada por la difusión DC (Diffusion Controlled Rate 

period) [30]. De acuerdo con Brunner (2005) la primera parte de la curva sería muy 

aproximada a una línea recta, y correspondería a la etapa CER; en la segunda etapa FER la 

extracción disminuye hasta alcanzar valores muy cercanos al límite del rendimiento de 

extracción [4]. 

Una curva OEC típica puede describirse de la siguiente manera [31]: 

1) Etapa CER: periodo en el que la retirada del extracto de la superficie externa 

de la partícula ocurre a una velocidad aproximadamente constante, predominando el 

fenómeno de convección. En la etapa CER, ocurre la extracción del soluto fácilmente 

accesible, es decir aquel contenido en las células rotas del material vegetal (el que ha 

sido previamente sometido a un proceso de molienda). La etapa CER se caracteriza 

por los parámetros cinéticos: tasa de transferencia de masa (MCER), duración del 

periodo CER (tCER), rendimiento durante el periodo CER (RCER) y la concentración 

de soluto en la fase fluida a la salida del extractor (YCER). 

2) Etapa FER: periodo en el que comienza a ser importante la resistencia a la 

transferencia de masa en la interfase sólido-fluido, siendo importante el efecto tanto 

de la transferencia de masa por convección como por la difusión del soluto dentro 

del material sólido. Parte del soluto se encuentra menos accesible, porque está 

contenido en células intactas y/o lejos de la superficie del material vegetal.  

3) Etapa DC: periodo controlado por el mecanismo de difusión del soluto en la 

fase sólida, por haberse agotado el soluto fácilmente accesible contenido en la 

superficie de las partículas sólidas. 

En la figura 1.5 se observa una OEC obtenida experimentalmente en la extracción con CO2 

supercrítico de flores de Calendula officinalis, en la cual se señalan los tres segmentos que 

corresponden a las etapas previamente descritas (CER, FER y DC).  
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Figura 1.5 Cinética de extracción descrita mediante una OEC. (----) etapa CER, (----) 

Etapa FER y (----) Etapa DC. 

 

 

1.2.1.1 Factores que afectan la cinética de extracción 

 

Algunos de los factores que mayor efecto tienen sobre la cinética de extracción son 

parámetros de proceso como la temperatura, la presión, el caudal y de las características del 

material vegetal empleado, así como los parámetros geométricos de la celda de extracción. 

Debido a que éstas generalmente son diseñadas de forma cilíndrica, los factores geométricos 

que más efecto tienen sobre la cinética de extracción son el diámetro (D), la altura (L) y/o la 

relación entre ambos (L/D). Con respecto a la materia prima, se puede destacar el origen, las 

condiciones de cultivo y las operaciones de pretratamiento del material, como el secado y la 

molienda, además de las características estructurales de la materia prima.  La porosidad del 

lecho (), también juega un papel importante en el proceso SFE, ésta se encuentra 

relacionada con la densidad real de la muestra y la densidad aparente (ver ecuaciones 1.1 y 

1.2).  

𝜀 = 1 −
𝜌𝑠
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Donde 𝜀 es la porosidad del lecho, 𝜌𝑠 (𝑘𝑔 ∙ 𝑚−3) es la densidad real del sólido y 

𝜌𝑎𝑝 (𝑘𝑔 ∙ 𝑚−3) es la densidad aparente. 

𝜌𝑎𝑝 =  
𝐹

𝑉𝑐𝑒𝑙𝑑𝑎
        (Ecuación 1.2) 

El tamaño de partícula tiene un gran efecto sobre el rendimiento de extracción, cuanto 

menor sea éste, mayor es la relación entre el área superficial y el volumen de la partícula, 

con lo que se consigue exponer una mayor proporción del soluto o extracto al contacto 

directo con el disolvente supercrítico, así como aumentar la facilidad para que el disolvente 

pueda difundir hacia el interior de la partícula. Del Valle y col. (2000) demuestran que es 

posible obtener mayores rendimientos de extracción a menores tamaños de partícula en la 

extracción de aceites esenciales [32]. Sin embargo, Reverchon y Marrone (2001) 

demostraron que al emplear muestras con tamaños de partícula demasiado pequeños existe 

una gran posibilidad que el disolvente forme caminos o rutas preferenciales, evitando con 

ello entrar en contacto con el soluto o extracto, y obteniéndose como resultado menores 

rendimientos de extracción [33]. Así, es fundamental que el lecho de extracción sea 

homogéneo evitando con ello la formación de bloques o agregados de partículas que afecten 

a la densidad del lecho. 

 

1.3 Fundamentos del Escalado de Procesos de Extracción con Fluidos 

Supercríticos en Batch 

 

Según Martínez (2005), uno de los mayores obstáculos en la implementación de la 

tecnología SFE es la alta inversión que se requiere para la instalación de una planta de 

extracción. Las condiciones de operación, especialmente la presión de extracción, y las 

dimensiones del equipo afectan significativamente esta inversión. Conocidas las condiciones 

de temperatura y presión, las que están fuertemente determinadas por la solubilidad de los 

solutos en el fluido supercrítico, el modelado matemático del proceso y el análisis de la 

cinética de extracción permiten definir tanto el volumen de la celda de extracción como el 

caudal requerido de disolvente para conseguir la tasa de extracción deseada en la escala de 

producción que se pretende desarrollar. Es por ello que una de las herramientas claves para 

estudiar el cambio de escala en un proceso SFE resulta de la aplicación de modelos 

matemáticos, los que al ajustar parámetros al fenómeno que se estudia a escala de laboratorio 

permitirán predecir el comportamiento a una escala mayor [34]. 
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Para que un proceso alcance una escala de producción adecuada, se espera que haya sido 

previamente evaluado mediante la optimización de las condiciones de operación, incluido el 

tiempo de extracción, a partir de las cinéticas de extracción y el modelado de las mismas 

para revelar los mecanismos de transferencia de materia, que caracterizan la tasa a la cual 

los solutos son retirados del material vegetal [35,36]. Por otro lado, la eficiencia de la 

extracción y su selectividad están condicionadas a las condiciones de proceso, las 

propiedades del extracto o soluto y las características geométricas del equipo de extracción 

[37]. El análisis que se haga sobre esas condiciones de proceso permitirá maximizar la 

velocidad de extracción y el rendimiento de extracción. 

En general, la ingeniería básica que suele aplicarse en el diseño de procesos SFE se 

encuentra disponible en estudios llevados a cabo a escala de laboratorio [38,39]. Debido a 

ello, las relaciones que existen entre los datos experimentales y los obtenidos a escalas piloto 

e industrial no deben asumirse o emplearse sin un análisis más profundo de los mismos. Las 

variaciones que presentan los equipos utilizados aportan diferencias que pueden ser 

significativas en cuanto a su capacidad operativa, y deben ser analizadas cuidadosamente 

para evitar errores en el momento de trasladar los datos en un proceso de escalado [40,41]. 

En la literatura se encuentran muy pocos datos disponibles referidos a cálculos de escalado 

de unidades en procesos de SFE para materiales sólidos [42,43]. 

Por otro lado, la biomasa utilizada en la SFE de materiales sólidos suele ser de alta 

complejidad debido a su origen vegetal, por lo que las características del sistema no pueden 

ser descritas mediante un único modelo [31]. Por todo ello, es de gran importancia establecer 

una metodología que permita la predicción del comportamiento de un proceso SFE a escala 

industrial a partir de los datos obtenidos en el laboratorio [38]. 

El uso del SC-CO2, por ser un disolvente que no deja trazas en sus productos, posee una 

ventaja en términos de aplicación industrial en el contexto de las regulaciones sobre el uso 

de disolventes orgánicos que, además de un detrimento ambiental, aumentan los posibles 

riesgos para la salud de los consumidores. Sin embargo, una de las desventajas que limitan 

la aplicación de la tecnología SFE en la industria son los costos elevados de la instalación, 

así como el peligro inherente al empleo de altas presiones de trabajo [44]. 

Perrut (2000) demostró que los costos de puesta marcha de una planta o instalación para 

la extracción supercrítica suelen ser altos si se comparan con procesos que se realizan a bajas 

presiones o a presión atmosférica; también calculó el incremento al efectuar un cambio de 
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escala en un proceso SFE como la raíz cuarta de su capacidad (VT × Q)0.24, donde VT es el 

volumen total y Q el caudal de CO2, partiendo de datos obtenidos en equipos de 0.5 l hasta 

500 l de capacidad. Además, mediante la correlación obtenida a partir del índice de precios 

vs la capacidad de operación de diferentes plantas de SFE, demostró que la amortización del 

capital disminuye drásticamente cuando la capacidad aumenta [45]. 

Al estudiar la bibliografía existente referida al escalado de la SFE se observa que existen 

resultados divergentes en cuanto a los datos que se obtienen a escala de laboratorio, piloto e 

industrial. Algunos investigadores y académicos afirman que los resultados en torno a los 

rendimientos de extracción tienden a disminuir al aumentar la escala. Sin embargo, algunos 

fabricantes afirman que el rendimiento de extracción tiende a aumentar al incrementar la 

escala [41]. 

Por ejemplo, del Valle y col. (2005), observaron que los parámetros de transferencia de 

masa cambian cuando se pasa de la escala analítica a la escala industrial, y que además el 

rendimiento industrial no es correlativo al conseguido a escala de laboratorio, aun 

habiéndose utilizado los parámetros de mejor ajuste para la escala analítica [46]. Kotnik y 

col. (2007) encontraron una disminución del rendimiento de extracción al realizar un estudio 

de escalado de extracto de canela (Matricaria chamomilla) y pasar de escala laboratorio 

(celda de extracción con volumen de 6×10-5 m3 con un rendimiento de 3.81 %) a piloto (celda 

de extracción con volumen de 4×10-3 m3 con un rendimiento de 2.09 %) [47]. Prado y col. 

(2012) observaron un rendimiento global y un comportamiento cinético similar para la 

extracción supercrítica de semillas de uva (Vitis vinífera L.) a escala laboratorio y piloto, 

para un aumento de escala de 17 (celdas de extracción de 2.9×10-4 m3 y 5.15×10-3 m3). Sin 

embargo, Fernández-Ponce y col. (2016) hallaron un rendimiento global similar en la 

extracción de hojas de mango (Mangifera indica L.) al incrementar el volumen de la celda 

de extracción de 1×10-4 m3, utilizado en escala de laboratorio, a una celda con un volumen 

de 5×0-3 m3 empleado en la escala piloto, mientras que el rendimiento de los compuestos de 

interés aumentó de forma considerable en la escala piloto [23].  

Teniendo en cuenta estas dificultades y divergencias, el aumento de escala se convierte 

en una cuestión fundamental para el estudio de un proceso de SFE. A partir de datos 

obtenidos en el laboratorio o planta piloto, se hace necesario desarrollar métodos para 

predecir el desempeño de procesos a escala industrial, para entonces evaluar la viabilidad 

técnica y económica del proceso. En este sentido, se debe destacar que mientras algunas 



CAPÍTULO 1 | INTRODUCCIÓN 
 

15 
 

variables el proceso deben mantenerse constantes (por ejemplo, temperatura y presión de 

extracción) otras variables deben modificarse (por ejemplo, cantidad de material a extraer y 

caudal de fluido supercrítico) para reproducir a una mayor escala las curvas de extracción 

SFE (rendimiento en función del tiempo) obtenidas a escala analítica y/o laboratorio [48]. 

En este sentido, dentro de la SFE se han empleado diversos criterios de escalado, entre los 

cuales cabe destacar: a) la aplicación de las tradicionales reglas de pulgar de la ingeniería, 

b) el uso de modelos matemáticos simples y/o semi-empíricos, y c) los modelos basados en 

el balance de masa diferencial en el interior de la celda de extracción, entre otros. 

1.3.1 Reglas de Pulgar de la Ingeniería 

 

Las reglas de pulgar de la ingeniería son valores numéricos y sugerencias razonables de 

asumir que se han determinado a partir de la experiencia. Se basan en la aplicación de los 

fundamentos y la experiencia práctica. El objetivo de las reglas de pulgar no es el de sustituir 

los fundamentos teóricos, sino el de enriquecer el uso correcto de los mismos para resolver 

problemas [49]. 

El concepto de reglas de pulgar según Woods (2017) fue descrito por primera vez en el 

Diccionario de Frases y Fábulas de E. Cobhan Brewer en 1894, viniendo a ser: “Una medida 

aproximada, práctica o de experiencia, distinta de la teoría, que hace alusión al uso del 

pulgar para mediciones groseras. La primera articulación del pulgar adulto mide 

aproximadamente 1 pulgada (2.5 cm)” [49]. 

En la actualidad existen muchos trabajos publicados en los que se aplican las reglas de 

pulgar en diferentes campos de la ciencia, que van desde el diseño de equipos y procesos 

[49,50], la programación [51], simulación [52], modelado [53], producción de fármacos [54], 

energía [55], economía [56,57], etc. 

Hall (2012) publicó un compendio de aplicaciones de las reglas de pulgar en el diseño 

de equipos y procesos en ingeniería química, en donde hace referencia al uso de relaciones 

de aspecto entre la altura vertical y el diámetro de recipientes (L/D) en rangos de 4:1 para el 

diseño de tanques que requieren maximizar la transferencia de calor a través de una camisa, 

y maximizar el tiempo de contacto de un gas, entre otras [50]. 

Algunos autores han propuesto varias reglas de pulgar para el escalado en la SFE de 

productos naturales, algunas de ellas se basan en las leyes de afinidad establecidas para 

estudio de la dinámica de fluidos y la operación de bombas [50]. 
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Perrut (2000) sugiere que al elegir los posibles criterios o reglas para el escalado de un 

proceso SFE, se debería tener en cuenta las relaciones geométricas, físicas y químicas, las 

cuales deben permanecer sin cambios intencionales en función de los mecanismos que 

conducen el proceso. Tal cuidado asegura una mayor precisión al comparar los resultados 

obtenidos a escalas diferentes, y asegura que estos resultados sean fenomenológicamente 

consistentes. Teniendo en cuenta esto, se han propuesto varias relaciones o criterios para el 

escalado SFE, los cuáles pueden definirse de forma general como la aplicación de las reglas 

de pulgar de la ingeniería en un proceso SFE [45]: 

i. Cuando la solubilidad limita el proceso, la masa de disolvente 

supercrítico consumido (𝑆) por unidad de masa de materia prima (𝐹), es decir la 

relación (𝑆 𝐹⁄ ), debe permanecer constante; 

 

ii. Cuando la difusión es el mecanismo limitante, la relación del caudal 

de disolvente supercrítico (𝑄) por unidad de masa de materia prima 𝐹, es decir la 

relación (𝑄 𝐹⁄ ), debe mantenerse constante; 

 

iii. Cuando ambas limitaciones son relevantes, las relaciones (𝑆 𝐹⁄ ) y 

(𝑄 𝐹⁄ ) deben mantenerse constantes; 

 

iv. Una alternativa aproximada es fijar tanto la relación (𝑆 𝐹⁄ ), como 

(𝑄 𝐹⁄ ) y fijar también el número adimensional de Reynolds (Re); esto puede 

implicar efectos relacionados con el tamaño de partícula de la materia prima, 

siempre que variables como la presión y la temperatura se mantengan constantes 

[58];  

Existen además criterios que buscan establecer las similitudes geométricas de las celdas 

de extracción. En general, las celdas de extracción son cilíndricas, por lo que estos criterios 

aportan detalles sobre la relación entre la longitud o altura y el diámetro del lecho empacado 

(𝐿 𝐷⁄ ). En este sentido, al revisar la literatura es posible encontrar diversas aplicaciones en 

el escalado de procesos SFE [35,59–61].  

Rosa y Meireles (2005), al realizar un estudio sobre la estimación de los costos de 

manufactura de un proceso SFE, describieron de forma general, que al aplicar la regla de 

pulgar que consiste en mantener la relación (𝑆 𝐹⁄ ) constante en un aumento de escala es 
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posible obtener una buena repetitividad de los datos obtenidos a escala de laboratorio. En 

este estudio indicaron además que en un proceso en el cual se pretende alcanzar un nivel 

adecuado de escalado, se espera que previamente se haya valorado la optimización de las 

condiciones de operación, selección del tiempo de extracción a partir de curvas de 

rendimiento vs tiempo, y la modelización de dichas curvas con el objeto de revelar los 

mecanismos que caracterizan las tasas a las que los solutos son removidos desde la materia 

prima [62]. 

Moura y col. (2005) y Carvalho y col. (2005) desarrollaron experimentos para procesos 

de escalado supercrítico de hinojo (Foeniculum vulgare) y Romero (Rosmarinus officinalis), 

respectivamente. Las extracciones se llevaron a cabo en dos equipos de extracción con 

diferentes relaciones de altura y diámetro de celda de extracción (𝐿 𝐷⁄ ); los resultados les 

llevaron a la formulación de dos ecuaciones semi-empíricas de escalado, a partir de las 

variables de proceso (masa de muestras, F, caudal de SC-CO2, 𝑄 y geometría de la celda de 

extracción; altura, L y diámetro, D) [15,63]. 

La ecuación 1.3 corresponde a un sistema en el cual se busca mantener constante la 

relación entre el rendimiento global de extracción y la relación (𝑆 𝐹⁄ ). Esto resulta útil para 

efectuar el cálculo del caudal a partir de la masa de la muestra y la geometría de la celda de 

extracción, permitiendo con ello obtener rendimientos globales similares en experimentos 

con diferentes unidades de extracción a una determinada cantidad de disolvente [64]. 

𝑄2

𝑄1
= (

𝐹2

𝐹1
)

2

(
𝐿1

𝐿2
) (

𝐷1

𝐷2
)       (Ecuación 1.3) 

Donde los números 1 y 2 se refieren a las respectivas unidades o equipos de extracción 

de distinto tamaño y/o forma. 

La ecuación 1.4, por su parte, corresponde a un sistema en el cual se mantiene constante 

la relación entre la tasa de extracción y el tiempo de extracción, buscando con ello obtener 

cinéticas similares en dos unidades de extracción supercrítica con diferente geometría de la 

celda de extracción. 

𝑄2

𝑄1
=  (

𝐹2

𝐹1
)

2

(
𝐿1

𝐿2
) (

𝐷1

𝐷2
)

3
       (Ecuación 1.4.) 

Martínez y col. (2007) propusieron dos reglas de pulgar adicionales como criterios de 

escalado para la extracción supercrítica de aceite esencial de brotes de clavo (Eugenia 
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caryophillus) y raíces de vetiveria (Vetiveria zizanioides L.), empleando una celda de 

extracción de 5×10-6 m3 para los experimentos a menor escala y una de 3×10-4 m3 en escala 

mayor. Durante las extracciones se mantuvo constante la velocidad lineal del disolvente 

(ecuación 1.5) y el tiempo de residencia del disolvente (ecuación 1.6) [65]. 

 𝑢 =
𝑄

𝐴
         (Ecuación 1.5) 

La Ecuación 1.6, surge de la condición de mantener constante el tiempo de residencia 

del disolvente a través del lecho fijo, definida por: 

𝑡𝑟𝑒𝑠 =
𝜋𝐷2𝐿𝜀𝜌𝐶𝑂2

4𝑄
        (Ecuación 1.6) 

Donde, tres es el tiempo de residencia del SC-CO2,  es la porosidad del lecho, 𝜌𝐶𝑂2
 es 

la densidad del CO2, 𝑢 es su velocidad lineal y A es el área de la sección transversal de la 

celda de extracción. 

Quispe-Condori y col. (2008) desarrollaron un estudio sobre el efecto de cambio de 

altura de la celda de extracción sobre los parámetros cinéticos en la SFE de-cariofileno a 

partir de María Milagrosa o “Erba-Baleeira” (Cordia verbenácea DC) a 30 MPa, 323 K, y 

20 MPa y 314 K, respectivamente. Al mantener la regla de pulgar S/F, obtuvieron curvas 

OEC con rendimientos de extracción y comportamiento similar [66]. 

Yesil-Celiktas y col. (2009) obtuvieron extractos SFE a partir de corteza de Pinus brutia 

en las condiciones de 20 MPa, 333 K, y empleando un 3 % de etanol como cosolvente, 

manteniendo una relación (𝑆 𝐹⁄ )  =  30 constante como criterio de escalado. Los autores 

encontraron que al adoptar esta regla de pulgar el escalado resultó adecuado al efectuar un 

cambio de escala desde una celda de 310-4 a una de 6.510-3 m3 [67]. 

Prado (2010) desarrolló un estudio sobre el cambio de escala aplicando la regla de pulgar 

(𝑆 𝐹⁄ ) y manteniendo constante el tiempo de residencia del CO2 en la SFE de clavo 

(Syzygium aromaticum), jengibre (Zingiber officinale), residuo de caña de azúcar 

(Saccharum officinarum), cidrón (Lippia alba) y semillas de uva (Vitis vinífera). Sus 

resultados demostraron que la regla de pulgar adoptada resultó eficiente al reproducir de 

forma similar las cinéticas que fueron obtenidas tanto a escala de laboratorio como piloto 

[64]. 
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Albuquerque y Meireles (2012) efectuaron un estudio de escalado para la producción 

de bixina a partir de semillas de achiote o urucum (Bixa Orellana L.) a 333K y 40 MPa, 

empleando celdas de extracción de 7×10-6 y 2.9×10-4 m3 y manteniendo constante (𝑆 𝐹⁄ ) =

35, obteniendo rendimientos y cinéticas similares en ambas escalas [68]. Para este caso las 

cinéticas fueron modeladas según un método simple propuesto por Meireles (2008), en el 

cual las curvas OEC fueron descritas mediante un spline lineal donde la masa de extracto 

fue obtenida a partir de la división en diferentes rectas [31]. 

Por otra parte, Prado y col. (2012) desarrollaron un proceso de escalado en la extracción 

de semillas de uva Vitis vinífera de volúmenes de 310-4 hasta 5.1510-3 m3, empleando 

entre sus criterios el mantener constante las reglas de pulgar (𝑆 𝐹⁄ ) y (𝑄 𝐹⁄ ), siendo la 

relación (𝑆 𝐹⁄ ) la que resultó ser más consistente y adecuada al obtener curvas OEC con 

similar comportamiento en ambas escalas [41]. 

Zabot y col. (2014) estudiaron el efecto de la geometría sobre los parámetros cinéticos 

en la extracción SFE de brotes de clavo (Eugenia caryophyllus), a las condiciones 

operacionales de 15 MPa y 314 K con tres relaciones para la regla de pulgar (𝑆 𝐹⁄ ) de 2.6, 

4.6 y 6.6. Los resultados mostraron que al mantener la regla de pulgar (𝑆 𝐹⁄ ) se obtuvieron 

cinéticas similares al efectuar un cambio de geometría (relación L/D) en las celdas de 

extracción, demostrando ser un criterio adecuado para el escalado de aceite de E. 

caryophyllus [60]. 

Fernández-Ponce y col. (2016), realizaron un escalado para la obtención de extractos de 

hojas de mango (Mangifera indica L.) de 110-4 a 510-3 m3 utilizando la regla de pulgar 

𝑄 × (𝐷 𝐹⁄ ), con la que obtuvieron buenos resultados en los resultados experimentales al 

efectuar el aumento de escala [23]. 

De Melo y col. (2014) desarrollaron una operación de escalado en la extracción SFE de 

ácidos triterpénicos a partir de corteza de Eucalipto (Eucalyptus globulus) desde escala 

laboratorio (5×10-4 m3), a escala piloto (5×10-3 m3) e industrial (8×10-2 m3), a 20 MPa y 313 

K como condiciones de operación, y con uso de etanol (2.5 y 5 %) como cosolvente. Para el 

escalado aplicaron la regla de pulgar de mantener S/F constante (𝑆 𝐹⁄ ) = 10 y el ajuste de 

las curvas OEC fue realizado utilizando diferentes modelos matemáticos. Los resultados 

indicaron que la regla de pulgar (𝑆 𝐹⁄ ) permitió obtener resultados válidos e independientes 

de la geometría de la celda de extracción [18].  
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Mezzomo y col. (2009) llevaron a cabo diversos experimentos de escalado SFE de 

melocotón (Prunus pérsica) para dos escalas 1×10-5 y 8.8×10-5 m3, empleando diferentes 

reglas de pulgar como criterios de escalado: (𝑆 𝐹⁄ ), (𝑄 𝐹⁄ ), [𝑄 𝐹⁄ +  (𝑆 𝐹⁄ )], [𝑅𝑒 +

 (𝑆 𝐹⁄ ) +  𝑄]. Las curvas OEC fueron ajustadas siguiendo varios modelos matemáticos, 

indicando que la regla de pulgar que mejor describía los resultados al efectuar el cambio de 

escala fue la de mantener constante la relación 𝑄 𝐹⁄  [58]. 

Haan y col. (2009) realizaron experimentos de escalado de aceite de semillas cártamo 

(Carthamus tinctorious) desde una escala de laboratorio (5×10-4 m3) a una escala semi-

industrial de 0.26 m3, empleando la regla de pulgar 𝑄 𝐹⁄ , obtenido rendimientos de 

extracción similares entre la escala de laboratorio y la semi-industrial [69]. 

Hatami y col. (2010) realizaron experimentos de escalado de SFE de aceite de clavo 

(Eugenia caryophillus) utilizando dos escalas (6×10-6 m3 y 2.8×10-6 m3), empleando como 

criterios de escalado las reglas de pulgar de mantener constante el tiempo de residencia y la 

velocidad lineal del SC-CO2; los resultados indicaron que ambas reglas de pulgar predijeron 

de forma adecuada el comportamiento cinético de extracción durante el escalado [70]. 

Vale la pena señalar que, además de la elección de los criterios adecuados de escalado, 

los resultados pueden no ser confirmados a escalas mayores debido a la presencia de 

fenómenos irrelevantes a menor escala que llegan a ser no despreciables a grandes escalas 

[42,71]. La agregación de biomasa y la canalización son dos ejemplos ilustrativos que deben 

ser citados al respecto [72]. 

 

1.3.2 Modelos Matemáticos 

 

Desde el punto de vista de la ingeniería, el escalado en proceso de extracción SFE 

requiere tanto del conocimiento de las condiciones óptimas de operación como de los 

parámetros de proceso, tales como la cinética de la transferencia de masa y las condiciones 

de equilibrio. Frecuentemente estos parámetros se determinan mediante la implementación 

de modelos matemáticos que describen el proceso de extracción a partir de datos 

experimentales previamente obtenidos a escala analítica o laboratorio. 

Según Oliveira y col. (2011), el modelado matemático de la SFE de productos con alto 

valor añadido a partir de matrices vegetales suele presentar dificultades para su aplicación 
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debido a la existencia de diferentes estructuras en el interior de cada material. Para reducir 

la complejidad del modelo es necesario asumir determinadas consideraciones, como son las 

relacionadas con la forma en la cual el extracto o soluto se encuentra distribuido en el interior 

de las partículas, la forma en que se halla en contacto el disolvente con la red de poros del 

material vegetal, su distribución en el interior de las partículas y, además de ello, considerar 

la resistencia interna y externa a la transferencia de masa [73]. 

Debido a esto, previo a la SFE, el material vegetal deshidratado se suele someter a una 

molienda con el objetivo de incrementar el área superficial que estará en contacto con el 

disolvente supercrítico, provocando la rotura de las paredes celulares, especialmente en la 

superficie de las partículas, incrementando las posibilidades de que el disolvente pueda 

acceder al interior de las células y/o paredes vegetales y entrar en contacto con el soluto, 

favoreciendo así el aumento de la tasa de extracción. Usualmente este efecto puede notarse 

observando las cinéticas de extracción. La reducción del tamaño de partícula genera 

estructuras con diferentes formas geométricas, las cuales pueden ser esféricas, cilíndricas o 

en forma de rodajas. Estas formas dependen a su vez de las características intrínsecas del 

material vegetal.  

Los modelos matemáticos son una herramienta poderosa y útil que permiten describir 

los resultados experimentales, describiendo los principales fenómenos del proceso de 

extracción a través de una ecuación o un sistema de ecuaciones, las que posteriormente 

podrán ser aplicadas a condiciones de trabajo diferentes de aquellas inicialmente 

investigadas, permitiendo obtener la información necesaria para el diseño y escalado del 

proceso.  

Muchos de estos modelos matemáticos se han descrito en la literatura enfocándose en 

el ajuste de la curva OEC o cinética de extracción, siendo la mayoría desarrollados a partir 

de ecuaciones semi-empíricas o del balance diferencial de masa aplicado en el lecho 

empacado. De manera general estos modelos consideran que, en la extracción de un soluto 

a partir de la matriz sólida, el extracto está compuesto principalmente de una única sustancia, 

independientemente de su composición química. Algunos modelos consideran la resistencia 

a la transferencia de masa en la fase fluida o en la fase sólida como controlador de proceso, 

mientras que otros consideran las dos resistencias de manera combinada controlan el proceso 

de extracción [74]. 
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Según Silvestre y col. (2011), los modelos empleados en la extracción supercrítica a 

partir de materiales vegetales aplican, básicamente, las siguientes consideraciones: es una 

operación isotérmica, con caída de presión despreciable a lo largo de la celda de extracción, 

con una porosidad y densidad sólida del lecho empacado constante durante la extracción. 

Además de esto, se asume que la carga de soluto en el fluido supercrítico es suficientemente 

pequeña como para despreciar la dispersión axial, y asumir que la densidad y la velocidad 

del fluido supercríticos permanecen aproximadamente constantes. La asunción de estos 

factores permite reducir el número de ecuaciones necesarias para describir balance de masas 

del proceso de extracción supercrítica, así como las relaciones de equilibrio y las leyes 

cinéticas [73]. 

Los modelos matemáticos para la SFE se desarrollaron a partir de múltiples 

experimentos llevados a cabo a escala laboratorio. Según Sovová (2017), los primeros 

modelos publicados aparecieron en la década de los ochenta con los trabajos de Brunner 

(1984),  con un estudio de dos modelos para la SFE, y más tarde con Reverchón (1997), 

quien realizó una análisis de los modelos aplicados a la SFE clasificándolos en tres 

categorías [75]:  

- Modelos teóricos que utilizan funciones matemáticas simples para describir 

el rendimiento de extracción en función del tiempo, y cuyo comportamiento 

generalmente obedece aproximadamente a una cinética de reacción de primer orden. 

- Modelos que consideran una analogía entre la transferencia de calor y de 

masa. 

- Modelos basados en el balance de masa diferencial a lo largo de la celda de 

extracción. Estos modelos consideran el efecto del equilibrio de fases, las resistencias 

interna y externa a la transferencia de masa y patrones de flujo, para describir la 

velocidad de extracción. 

1.3.2.1 Modelos teóricos 

 

Uno de los primeros modelos teóricos desarrollados se basa en el uso de una ecuación 

cinética (ecuación 1.7) y fue publicado en 1989 por Naik y Lenz, quienes propusieron un 

modelo empírico para describir el rendimiento de extracción como una función del tiempo, 

utilizando CO2 líquido y diferentes materias primas de origen vegetal [76]: 

𝑌 =  𝑌∞ (
𝑡

𝑏+𝑡
)         (Ecuación 1.7) 
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Donde Y es la relación entre la masa de extracto obtenido en el tiempo t  y la masa inicial 

de muestra (kg/kg), e Y es el valor de rendimiento para un tiempo de extracción infinito. 

El cambio del rendimiento con respecto al tiempo de extracción predicho mediante este 

tipo de modelos se describe de forma similar a una isoterma de Langmuir y, según Esquivel 

y col. (1999) Y depende sólo del material que está siendo utilizado. En términos del modelo 

(Y/b) es la pendiente inicial que resulta de graficar Y vs t. Ahora bien, desde la definición 

de Y, la pendiente inicial debería ser a su vez una función creciente de la carga inicial del 

soluto en la fase extraíble y el caudal másico del disolvente por unidad de masa del material 

vegetal. Por lo tanto, b puede considerarse una función del caudal másico, la temperatura y 

la presión [77]. 

El modelo de Barton (1992), es otro modelo empírico citado por Reverchon (1997), 

entre otros, que sigue el comportamiento de una cinética de primer orden. Este modelo, que 

ha sido aplicado satisfactoriamente por ejemplo en la SFE de la oleorresina de vainilla, en 

lugar de emplear relaciones de transferencia de masa y de equilibrio, utiliza una constante 

cinética asumiendo que la tasa de extracción es proporcional a la concentración de soluto 

que queda en la partícula del material vegetal. El modelo matemático se describe mediante 

la ecuación 1.8 [3,78]: 

𝑌 =  𝑌∞(1 − 𝑒𝑥𝑝{−𝑘𝑡})       (Ecuación 1.8) 

Donde Y es el rendimiento de extracción (kg/kg), t es el tiempo (s),  𝑌∞ es el valor de 

rendimiento para un tiempo de extracción infinito (𝑡  ∞) y k es la constante cinética de 

Barton. Utilizando la ecuación 1.8 en términos de 𝑙𝑛(1 − 𝑌 𝑌∞⁄ ) vs t, es posible llevar a 

cabo una regresión lineal de los datos cinéticos experimentales y obtener los parámetros del 

modelo (k e Y∞) minimizando el correspondiente coeficiente de regresión (R2). 

La constante cinética de Barton (k) puede asociarse al coeficiente de transferencia de 

masa en la fase fluida (𝑘𝑓) a través del área interfacial específica (𝑎0) según la siguiente 

ecuación: 

𝑘𝑓 =  𝑘 𝑎0⁄         (Ecuación 1.9) 

Dónde: 

𝑎0 = 6 (1 − 𝜀) 𝑑𝑝⁄        (Ecuación 1.10) 
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Siendo 𝜀 la porosidad del lecho empacado y 𝑑𝑝 rel diámetro medio de la partícula sólida. 

Cháfer y Berna (2014), aplicaron los modelos empíricos propuestos por Naik y Barton 

y encontraron buen ajuste con los datos experimentales para describir el proceso SFE de D-

pinitol [79]. 

No obstante, este tipo de modelos empíricos no tienen en cuenta las interacciones entre 

el soluto y la matriz sólida. Sin embargo, resultan útiles cuando no existe suficiente 

información sobre el equilibrio de fases del sistema y/o los mecanismos de transferencia de 

masa, siendo la ventaja su gran simplicidad a la hora de ser aplicados [80–82]. 

 

1.3.2.2 Modelos Basados en la Analogía a la Transferencia de Calor 

 

Reverchón (1997) propuso tratar el proceso SFE como un fenómeno de transferencia de 

calor en el cual cada partícula de biomasa se considera como una esfera caliente que se enfría 

en un medio uniforme. También asumió que los solutos siguen la segunda ley de difusión de 

Fick al considerar que se encuentran distribuidos uniformemente en el interior de la 

partícula. La ecuación 1.11 representa el modelo análogo a la transferencia de calor [3]. 

𝑞

𝑞0
= (

6

𝜋2) ∑
1

𝑛2
∞
𝑛=1 𝑒𝑥𝑝 (−

𝑛2𝜋2𝐷12𝑡

𝑟2 )     (Ecuación 1.11) 

Donde n es un integrador, r es el radio de la esfera (m), 𝐷12 es el coeficiente de difusión 

en la esfera (m2·s-1), t es el tiempo de extracción (s), q es la concentración del soluto que 

permanece en la esfera (kg·m3), y 𝑞0 es la concentración inicial del material extraíble. 

 

1.3.2.3 Modelos Basados en la Transferencia de Masa 

 

El balance de masa de la fase sólida en el interior de la celda de extracción se encuentra 

condicionado por las simplificaciones y las condiciones asumidas por cada investigador con 

respecto a la composición de la matriz sólida y a las cinéticas de extracción que se han 

obtenido [73].  

En la realización del balance de masa convencional sobre un proceso de SFE de sólidos, 

inicialmente se debe considerar el sistema como un sistema cilíndrico el cual se encuentra 

formado por las partículas de la materia prima o biomasa y cuya disposición en el interior 
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de dicho cilindro es homogénea. El disolvente se desplaza a través del lecho de extracción 

de forma axial, retirando el extracto o soluto de la materia prima. En la figura 1.6 se observa 

el esquema simple de un proceso de SFE donde LB es la altura del lecho de extracción y l es 

la coordenada axial. 

 

Figura 1.6 Esquema de un proceso de SFE (Adaptado de Martínez, 2005) [34] 

 

Brunner (1994) describió el sistema de extracción supercrítica para sólidos tomando las 

siguientes consideraciones: existe una fase sólida, la cual se encuentra formada por la 

biomasa o materia prima que se someterá a extracción y una fase fluida, la cual estará 

formada por el disolvente con el extracto o una parte de éste disuelto en el disolvente. El 

contacto entre la biomasa y el disolvente creará un movimiento o transferencia de 

compuestos entre ambas fases, y en dicho movimiento se encuentran presentes diversos 

fenómenos de transporte como la convección (fase fluida), dispersión (soluto en el disolvente 

o fase fluida), difusión (mezcla entre el soluto y disolvente en la fase fluida), y transferencia 

de masa en la interfaz sólido-fluido [29]. Debido a esto el proceso de extracción es 

representado a través de ecuaciones de balances de masa para el soluto tanto en su fase sólida 

como en su fase fluida, donde las diferencias residen en la caracterización de su fase de 

equilibrio, los patrones de flujo del disolvente y la difusión del soluto en la fase sólida. 

Según Sovová (2005), la fase de equilibrio depende de la temperatura del sistema y de 

la composición del disolvente, el soluto y la biomasa o matriz sólida, habiendo que tener en 



CAPÍTULO 1 | INTRODUCCIÓN 
 

26 
 

cuenta dos consideraciones: en la primera de ellas, el proceso se encuentra gobernado por la 

transferencia de masa y la interacción entre el soluto y la matriz. En esta fase, la solubilidad 

del soluto en el disolvente alcanza el valor de la fase de equilibrio, lo cual ocurre en la 

primera etapa de la extracción, cuando el soluto se encuentra aún en el interior de las 

partículas a una alta concentración, y a medida que la extracción se va llevando a cabo su 

concentración disminuye hasta el punto en que la fase de equilibrio pasa a ser menor que la 

solubilidad. La segunda consideración se basa en la gran importancia que representa la 

forma, el tamaño y el área superficial de las partículas, así como la estructura interna de la 

muestra y la interacción que puede haber entre el soluto o extracto y la misma muestra que 

se somete a un proceso SFE, puesto que pueden afectar la segunda etapa de extracción al 

estar involucradas en la difusión del soluto en la fase sólida, lo cual suele estar caracterizada 

por una baja concentración y porque en esta etapa la resistencia a la transferencia de masa 

interna la variable que gobierna el proceso [83]. 

El patrón de flujo del disolvente suele reflejarse en la primera etapa de la extracción 

supercrítica y una de las consideraciones ideales es asumir que el patrón de comportamiento 

del fluido ocurre de forma “plug-flow”; de este modo, el disolvente se desplazará con 

velocidad radial homogénea asegurando con ello una buena distribución y mayor efecto 

sobre el rendimiento de extracción. Al asumir este comportamiento del fluido se desprecia 

la dispersión axial, es decir, la probabilidad de que se dé lugar a una convección natural y a 

la formación de canales por el disolvente durante la extracción. La dispersión axial suele 

ocurrir a menudo cuando la relación entre la altura y el diámetro de la celda de extracción es 

muy baja, esto aumenta el riesgo de formación de canales y la convección natural es una 

consecuencia de posibles gradientes de densidad a causa de diferencias en la concentración 

o temperatura de extracción.  

Además, tomando en cuenta lo anteriormente expuesto y partiendo de que en un lecho 

cilíndrico con velocidad en dirección axial y cuya longitud es superior a la del diámetro, se 

puede despreciar cualquier forma de transferencia de masa que pueda ocurrir en las 

direcciones radiales o tangenciales, debido a que éstas se vuelven insignificantes durante la 

transferencia de masa axial. Es por ello que generalmente, en la aplicación de los modelos 

matemáticos más utilizados en la extracción supercrítica, la dispersión axial suele 

despreciarse siguiendo la regla de pulgar siguiente: (𝐿
𝑑𝑝

⁄ > 50), donde dp es el diámetro 

medio de las partículas de la biomasa. Además, se suele asumir que el comportamiento del 
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fluido del disolvente es ideal, siguiendo dos tipos de comportamientos: “plug-flow” en 

celdas de extracción grandes y mezcla ideal en celdas pequeñas [35]. 

En este orden de ideas, los modelos basados en la transferencia de masa pueden dividirse 

en modelos de un solo estado y modelos basados en la estructura compleja del material 

sólido. Los primeros consideran que el proceso SFE se encuentra caracterizado por un solo 

estado, mientras que la segunda categoría de modelos se enfoca en la descripción de la 

estructura del material, y dividen la extracción en diferentes periodos o etapas, cada una de 

las cuales se encuentra gobernada por diferentes parámetros [84]. Algunos de los modelos 

de un solo estado más relevantes y que se han descrito en la literatura son:  

Modelo de difusión: propuesto por Crank (1975), considera que el material es un sólido 

homogéneo no  poroso y el proceso se caracteriza por poseer una difusión interna en la 

partícula, equilibrio de fases en la superficie externa y transferencia externa de masa desde 

la superficie hacia el fluido [85]. 

Modelo de desorción: propuesto por Tan y Liou (1989), este modelo a diferencia del 

modelo de difusión propuesto por Crank (1975) considera que el material es poroso y que el 

soluto se desplaza desde las paredes de los poros mediante desorción, seguido por una 

difusión interna, equilibrio de fase en la superficie de la partícula y transferencia de masa 

externa [86].  

Modelo de encogimiento o “Shrinking Core” (SC): este modelo fue propuesto por Goto 

y col. (1996) y en él se describe la desorción irreversible seguida por una difusión en 

partículas porosas a través de sus poros [87]. En términos generales, el modelo SC, considera 

que la partícula se encuentra caracterizada por un núcleo o core, lleno de soluto y durante la 

extracción supercrítica, el núcleo disminuye sus dimensiones, es decir, se encoge debido a 

que el soluto se desplaza hacia su frontera, disolviéndose en el disolvente y difundiéndose a 

través de la corteza de la partícula [88]. 

Este modelo ha sido aplicado por algunos autores en diferentes materiales. Por ejemplo, 

Ahmed y col. (2012) aplicaron el modelo SC en el modelado de la extracción supercrítica 

de hojas de romero proveniente de Algeria, a 22 MPa y 313 K, con unos resultados 

experimentales que presentaron buen ajuste según el modelo [89]. Por otro lado, Kitzberg y 

col. (2009) aplicaron diferentes modelos matemáticos en la obtención de extractos 

supercríticos de Shiitake Lentinula edodes bajo unas condiciones de extracción de 303 a 323 
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K y 15 a 35 MPa; los resultados indicaron que el modelo SC fue uno de los que mejores 

ajustes presentó con sus datos experimentales [90]. 

Modelo matemático microestructurado: existen otros modelos basados en la estructura 

compleja de las partículas, los cuales incluyen y se ha enfocado en la microestructura de las 

plantas aplicando conocimientos provenientes de la fisiología de las mismas. Estos modelos 

describen la estructura, forma y ubicación de las estructuras secretoras y profundizan en el 

comportamiento que tiene lugar durante la extracción. Mediante el análisis de imágenes 

obtenidas a través de micrografías electrónicas de barrido (SEM) antes y después del proceso 

SFE es posible determinar las estructuras secretoras en donde se hallaba el extracto y su 

morfología consiguiendo así identificar tres tipos de estados de extracción: desde las 

estructuras secretoras que se han quebrado o deformado durante el pretatamiento, las 

estructuras rotas después de cierto tiempo de extracción y las que han sufrido menos el 

proceso SFE y permanecen intactas [91,92]. 

1.3.2.3.1 Modelo BIC (Broken and Intact Cells) 

 

El modelo BIC publicado en 1994 y generalmente denominado como Modelo de Sovová 

está basado en una extensión del modelo fenomenológico propuesto inicialmente por 

Edward Lack en su tesis doctoral en 1985, donde la ecuación que propuso fue adoptada a 

partir de un modelo de secado desarrollado por Krisher en 1978 y que ha sido descrito en 

algunas publicaciones como el modelo “plug-flow” de Lack [75,77]. 

El modelo de BIC planteó en su concepción la existencia de células intactas y células 

quebradas (Broken and Intact Cells, BIC) considerando que la fase solida se encuentra 

dividida entre células intactas y células quebradas. Es decir, en las plantas, debido a su 

naturaleza, el soluto, el cual puede entenderse como un aceite volátil, se encuentra contenido 

en el interior de las células vegetales protegido por la pared celular, por lo que una forma de 

pretratamiento de este tipo de materiales debe involucrar procesos como la molienda o 

trituración con el objeto de aumentar la superficie de contacto entre la partícula sólida y el 

disolvente. Esto va a dar lugar a una rotura de una fracción de las paredes celulares 

provocando de esta forma que el soluto se encuentre libre y pueda entrar en contacto con el 

disolvente. Sin embargo, el tratamiento de molienda o reducción de tamaño de partícula al 

que se somete la muestra no logra romper la totalidad de las paredes celulares de tal manera 

que una parte del soluto permanece protegido o aislado, siendo de difícil acceso para el 
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disolvente. A partir de estas consideraciones, se puede dividir la cantidad total de soluto 

disponible en dos fracciones; una de fácil acceso y otra de difícil acceso [84,93]. 

Según Sovová (1994) el modelo BIC describe el fenómeno ocurrido en un lecho 

cilíndrico a través del cual un disolvente se desplaza en dirección axial, con velocidad U. El 

disolvente entra puro en el extractor con presión y temperatura constantes durante el proceso 

de extracción. Además, se considera que el lecho de extracción es homogéneo con respecto 

al tamaño de partículas sólidas que componen la biomasa o muestra y a la distribución inicial 

del soluto [30].  

El modelo BIC desprecia en sus ecuaciones de balance de masa los términos referentes 

a la dispersión en la fase fluida y la difusión en la fase sólida, además de la variación de Y 

en función del tiempo, al considerar que este tipo de fenómenos tienen un efecto no 

significativo sobre el proceso si se comparan con la convección en la fase fluida causada por 

el desplazamiento del disolvente a una determinada velocidad [75,93].  

Una descripción detallada del balance de masa diferencial aplicado en el modelo BIC 

fue publicada por Huang (2014) [94] y Sovová (2017) [75]: 

Para el balance de masa diferencial en la fase sólida, donde la concentración en la 

superficie de la partícula depende del contenido de extracto en la fase sólida, es decir, 𝑥, se 

tiene la siguiente ecuación: 

𝜌𝑠(1 − 𝜀)
𝜕𝑥

𝜕𝑡
= −𝐽(𝑥, 𝑦)       (Ecuación 1.12) 

Donde 𝜌𝑠 es la densidad real del sólido o muestra (𝑘𝑔𝑚−3), 𝜀 es la porosidad del lecho, 

𝑦 es el contenido del extracto en la fase fluida (𝑘𝑔 · 𝑘𝑔𝐶𝑂2

−1 ), 𝑡 es el tiempo de extracción (s). 

En lo referente al balance de masa diferencial de masa en la fase fluida: 

𝜌𝜀
𝜕𝑦

𝜕𝑡
+ 𝜌𝑈

𝜕𝑦

𝜕ℎ
= 𝐽(𝑥, 𝑦)       (Ecuación 1.13) 

Donde ℎ es la coordenada axial a lo largo del lecho de extracción (m), 𝜌 es la densidad 

del 𝐶𝑂2 (𝑘𝑔𝐶𝑂2
· 𝑚−3), 𝑈 es la velocidad superficial (𝑚 · 𝑠−1), y 𝑥 es el contenido de 

extracto en la fase sólida (𝑘𝑔 · 𝑘𝑔−1). El término a la izquierda de la ecuación (1.13) 

representa la acumulación del extracto y el segundo término se refiere a la convección. El 
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símbolo a la derecha representa la tasa de transferencia de masa desde la superficie de la 

partícula al disolvente (𝑘𝑔 · 𝑚−3𝑠−1): 

𝐽 =  𝑘𝑓𝑎0𝜌(𝑌∗ − 𝑌)       (Ecuación 1.14) 

Donde 𝑌∗ es el contenido de extracto en la fase fluida en la superficie de la partícula 

(𝑘𝑔 · 𝑘𝑔𝐶𝑂2

−1 ) y (𝑘𝑓𝑎0) es el coeficiente volumétrico de transferencia de masa en la fase 

fluida (𝑠−1). 

 

Las ecuaciones del modelo BIC que permiten obtener el rendimiento en masa de 

extracto (𝑚) en función del tiempo (𝑡) en los diferentes periodos se describen a continuación 

[93]: 

Periodo CER: 𝑚 = 𝑄𝑌∗[1 − 𝑒𝑥𝑝(−𝑍)]𝑡    (Ecuación 1.15) 

Periodo FER: 𝑚 = 𝑄𝑌∗[𝑡 − 𝑡𝐶𝐸𝑅𝑒𝑥𝑝(𝑍𝑊 − 𝑍)]   (Ecuación 1.16) 

Periodo DC: 𝑚 = 𝑚𝑆𝐼 {𝑋0 −
𝑌∗

𝑊
𝑙𝑛 [1 + [𝑒𝑥𝑝 (

𝑊𝑋0

𝑌∗ ) − 1] 𝑒𝑥𝑝 [
𝑊𝑄(𝑡𝐶𝐸𝑅−𝑡)

𝑚𝑆𝐼
] (

𝑋𝑘

𝑋0
)]}

 (Ecuación 1.17) 

Donde:  

𝑍 =
𝑚𝑆𝐼𝑘𝑌𝐴𝜌

𝑄(1−𝜀)𝜌𝑠
        (Ecuación 1.18) 

𝑊 =
𝑚𝑆𝐼𝑘𝑋𝐴

𝑄(1−𝜀)
        (Ecuación 1.19) 

𝑍𝑊 =
𝑍𝑌∗

𝑊𝑋0
𝑙𝑛 {

𝑋0𝑒𝑥𝑝[𝑊𝑄(𝑡−𝑡𝐶𝐸𝑅) 𝑚𝑆𝐼⁄ ]−𝑋𝑘

𝑋0−𝑋𝑘
}    (Ecuación 1.20) 

𝑚𝑆𝐼 = 𝑋0𝐹        (Ecuación 1.21) 

𝑡𝐶𝐸𝑅 =
𝑚𝑆𝐼(𝑋0−𝑋𝑘)

𝑌∗𝑍𝑄
       (Ecuación 1.22) 

𝑡𝐹𝐸𝑅 = 𝑡𝐶𝐸𝑅 +
𝑚𝑆𝐼

𝑄𝑊
𝑙𝑛 [

𝑋𝑘+𝑋𝑝𝑒𝑥𝑝(𝑊𝑋0 𝑌∗⁄ )

𝑋0
]    (Ecuación 1.23) 

La relación másica del material extraído a la salida del lecho de extracción (𝑌𝐶𝐸𝑅) en 

el periodo CER se obtiene mediante la siguiente ecuación: 

𝑌𝐶𝐸𝑅 =
𝑚(𝑡=𝑡𝐶𝐸𝑅)

𝑄𝑡𝐶𝐸𝑅
        (Ecuación 1.24) 
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De este modo la tasa de extracción en el periodo CER se calcula: 

𝑀𝐶𝐸𝑅 = 𝑌𝐶𝐸𝑅𝑄        (Ecuación 1.25) 

Los parámetros de proceso que se requieren para aplicar el modelo BIC son: la porosidad 

del lecho (𝜀), la masa inicial de la muestra (𝐹) y su densidad (𝜌𝑠), la densidad del CO2 (𝜌), 

y el caudal (𝑄). Además de estos parámetros, el modelo BIC requiere el conocer la 

solubilidad del extracto en el disolvente supercrítico (𝑌∗) y el rendimiento global de 

extracción (𝑋0). Existen otros parámetros que son optimizados durante la ejecución del 

modelo a partir de los datos cinéticos experimentales y son: la relación intra-partícula del 

soluto (𝑋𝑘) y los coeficientes volumétricos de transferencia de masa en la fase fluida y 

sólida, 𝑘𝑌𝐴 = 𝑘𝑓 · 𝑎0 y 𝑘𝑋𝐴 = 𝑘𝑠 · 𝑎0, donde 𝑘𝑓 y 𝑘𝑠 son los coeficientes de transferencia de 

masa en la fase fluida y sólida, respectivamente, y 𝑎0 es el área superficial de la partícula, la 

cual ya se ha definido previamente. El parámetro que define el soluto de fácil acceso (𝑋𝑝) 

se calcula mediante la diferencia: (𝑋0 − 𝑋𝑘). 

Algunas de las aplicaciones del modelo BIC se han acompañado de comparaciones con 

modelos teóricos basados en la transferencia de masa, por ejemplo, Huang y col. (2011) 

desarrollaron un proceso SFE para la obtención de extractos a partir de rizomas de 

Atractylodis macrocephalae Koidz, a las condiciones de 15 a 45 MPa y temperaturas de 313 

a 333 K. Los resultados experimentales fueron ajustados en base a diferentes modelos 

matemáticos: desde los modelos teóricos propuestos por Naik y col. (1989), el modelo de 

Barton propuesto por Nguyen y col. (1991), una analogía al modelo de Crank (1975) 

desarrollada por Esquivel y col. (1999) [77] y Reverchon y col. (1993) [95], hasta el modelo 

BIC propuesto por Sovová (1994) [93] y el Modelo Multicomponentes, el cual es una 

modificación al modelo de Sovová y que fue desarrollada por Martínez y col. (2003) [48]. 

Los resultados indicaron que el modelo que mejor se ajustó a los datos experimentales fue 

el modelo BIC al presentar las menores desviaciones relativas absolutas (1.62 %) [96]. 

Recientemente algunos autores han aplicado el modelo BIC en combinación con las 

reglas de pulgar de la ingeniería que se han incorporado a procesos SFE las cuales ya han 

sido descritas previamente en este capítulo, y cuyo enfoque es el de generar estrategias de 

escalado en procesos batch. 

Fernández-Ponce y col. (2016) desarrollaron una estrategia de escalado para la 

producción de extractos de hojas de mango (Mangifera indica) aplicando reglas de pulgar 
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que implicaban a la relación caudal másico de solvente y la masa de la muestra, e incluyendo 

además el diámetro de la celda de extracción (𝑄 × 𝐷 𝐹⁄ ). Los resultados demostraron que 

el modelo BIC, además de ajustarse adecuadamente a los datos experimentales predijo 

satisfactoriamente el comportamiento cinético al efectuar el cambio de escala proyectado 

[23]. 

Todas estas consideraciones sobre el modelo BIC reflejan su gran ventaja para ser 

aplicado en numerosos procesos de SFE en los que se pueden incluir diferentes tipos de 

biomasas desde hojas, flores, raíces, cortezas o frutas, además de resultar adecuado en la 

descripción del comportamiento en la extracción de compuestos como los aceites esenciales, 

ácidos grasos, ceras, etc. [73,87,94]   

 

1.3.3 Correlaciones Generalizadas 

 

Un parámetro importante de la curva OEC es el coeficiente de transferencia de masa en 

la fase fluida, según muestran los diferentes modelos matemáticos descritos en la sección 

anterior. Las correlaciones generalizadas son ecuaciones que, mediante el uso de números 

adimensionales característicos del proceso, permiten estimar el coeficiente de transferencia 

de masa de la extracción. A este respecto, algunos autores han propuesto para la SFE algunas 

correlaciones generalizadas basadas en los números adimensionales tradicionales de la 

ingeniería para describir los procesos de transferencia de masa: Sherwood (Sh), Reynolds 

(Re),  y Schmidt (Sc) [97]. 

1.3.3.1 Números Adimensionales 

 

Los números adimensionales permiten comparar sistemas diferentes mediante la 

combinación de variables de proceso fundamentales. Los más utilizados en el desarrollo de 

correlaciones generalizadas, aplicadas a la transferencia de masa de un proceso SFE se 

describen a continuación: 

Número de Reynolds (Re). Relacionado con las propiedades de flujo del disolvente: 

𝑅𝑒 =
𝑢𝑑𝑝𝜌𝐶𝑂2

𝜇𝐶𝑂2

        (Ecuación 1.26) 

Donde 𝑢 es la velocidad del SC-CO2, dp es el diámetro medio de la partícula, 𝜌𝐶𝑂2 es la 

densidad del CO2 y  𝜇 es su viscosidad. 
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Número de Schmidt (Sc). Vinculado a la difusividad del soluto en SC-CO2 y que se 

describe según la ecuación: 

𝑆𝑐 =
𝜇𝐶𝑂2

𝜌𝐶𝑂2𝐷12
        (Ecuación 1.28) 

Donde 𝐷12 es el correspondiente coeficiente de difusión. 

Número de Sherwood (Sh). Se encuentra relacionado con el coeficiente de transferencia 

de masa (kf) así como con el coeficiente de difusión, y viene dado por la siguiente ecuación. 

𝑆ℎ =
𝑘𝑓𝑑𝑝

𝐷12
         (Ecuación 1.29) 

Los números adimensionales se emplean a menudo para correlacionar la transferencia 

de masa en el proceso de extracción supercrítica y de acuerdo con Norjuda y Mohd (2009), 

citando a Lim y col. (1989), las correlaciones generalizadas abordadas para la transferencia 

de masa entre un fluido supercríticos y un sólido en un lecho empacado son de la forma 

[98,99]: 

𝑆ℎ = 𝑓(𝑅𝑒, 𝑆𝑐)        (Ecuación 1.30) 

Sobre la base de algunos estudios publicados, la forma más aplicada es [97]: 

𝑆ℎ = 𝑚(𝑅𝑒1 2⁄ 𝑆𝑐1 3⁄ )
𝑛

       (Ecuación 1.31) 

O en forma más general: 

𝑆ℎ = 𝑎(𝑅𝑒𝑏𝑆𝑐1 3⁄ )       (Ecuación 1.32) 

Donde los coeficientes 𝑎 y 𝑏 son parámetros de la correlación, y su aplicación se 

encuentra limitada a un rango de valores que pueden tomar los números de Re y de Sc. 

Norhuda y Mohd (2009) obtuvieron tres correlaciones generalizadas para modelar la 

transferencia de masa en un lecho empacado en la extracción supercrítica de almendra de 

palma en las condiciones de 27.6 a 48.3 MPa y de 323, 333 y 343 K. Las correlaciones 

presentaron coeficientes de correlación (R2) entre 0.97 y 0.98, y la validación estadística del 

número Sh encontró una fuerte correlación entre los datos predichos y los datos 

experimentales, generando la siguiente correlación: 𝑆ℎ = 0.980𝑅𝑒𝑆𝑐1 3⁄  [98]. 
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En la tabla 1.2 se presentan las correlaciones más relevantes que se han publicado y que 

se desarrollaron para describir la transferencia de masa en condiciones supercríticas. 

Tabla 1.2. Correlaciones generalizadas de la bibliografía empleadas para correlacionar la 

transferencia de masa en SFE. 

 

Correlación Rango (Re, Sc) Referencia 

Sh = 0.82 Re0.66Sc1/3 1  Re  70 
[100] 

 3  Sc  11 

Sh = 0.2548 Re0.5Sc1/3 1  Re  70 
[101] 

 3  Sc  11 

Sh = 0.206 Re0.8Sc1/3 10  Re  100 

[102] 
 Sc < 10 

Sh = 0.3954Re0.58Sc1/3 3 < Re < 19 

3 < Sc < 19.3 

Sh = 0.38 Re0.83Sc1/3 2  Re  40 
[103] 

 2  Sc  20 

Sh = 3.173Re-0.06Sc-0.85 ND 

[104] Sh = 0.085 Re-0.298Sc1/3 ND 

Sh = 0.135Re0.5Sc1/3 ND 

Sh = 0.98ReSc1/3 38.4 < Re < 47.9 

0.262 < Sc < 0.384 
[98] 

Sh = 0.13 Re1.4Sc0.75 Re < 0.6 
[105] 

 5 < Sc < 40 

Sh = 0.0234Re1.027Sc1/3 0.73 < Re < 17.63 

[106] 

Sh = 0.0122(Re1/2Sc1/3-0.412)2 0.73 < Re < 17.63 

Sc = 12.67 

Sh = 0.0506Re0.859Sc1/3 2.25 < Re < 17.63 

Sh = 0.0123(Re1/2Sc1/3+0.875)2 2.25 < Re < 17.63 

Sc = 12.67 

ND: No determinado 

 

 

1.3.3.2 Coeficiente de Difusión 

 

De acuerdo con Crank (1975), la difusión es el proceso mediante el cual la materia es 

transportada desde una parte de un sistema a otra como resultado de movimientos 
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moleculares aleatorios. Teniendo en cuenta la hipótesis planteada para la descripción de la 

transferencia de calor, en la cual la transferencia de calor por conducción se debe a 

movimientos moleculares aleatorios, en 1855 Fick reconoció este patrón y planteó que el 

fenómeno de difusión se podía describir como una forma análoga a la transferencia de calor. 

De esta forma logró establecer las bases matemáticas de la transferencia de masa en forma 

similar a la conducción de calor, las que habían sido derivadas por Fourier en 1822. De esta 

forma, la teoría matemática sobre la difusión de sustancias isotrópicas, es decir, aquellas 

sustancias cuyas características físicas son iguales en todas direcciones, se basa en la 

hipótesis de que la velocidad de difusión por unidad de área es proporcional al gradiente de 

concentración con respecto a la normal de tal sección, así [85]: 

𝐽 = −𝐷 𝜕𝐶 𝜕𝑥⁄         (Ecuación 1.35) 

Donde J es la velocidad de transferencia por unidad de área de la sección, C es la 

concentración de la sustancia que difunde, x es la coordenada espacial normal a la sección y 

D es el coeficiente de difusión. Si J se refiere a la cantidad de material que difunde y C a la 

concentración, y si ambas se expresan en términos de la misma unidad de cantidad, por 

ejemplo, gramos o gramos de moléculas, entonces en la Ecuación 1.37, D es independiente 

de estas unidades y tendrá las dimensiones de (𝑙𝑜𝑛𝑔𝑖𝑡𝑢𝑑)2 · (𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜)−1, (ej. 𝑐𝑚2 · 𝑠−1). 

El signo negativo en la Ecuación 1.37 se debe a que la difusión ocurre en la dirección opuesta 

en la que la concentración de la sustancia se incrementa [85]. 

En este orden de ideas, el coeficiente de difusión binario (𝐷12) representa la facilidad 

con la que un soluto (2) se desplaza en el disolvente (1) y depende del tamaño, morfología 

y naturaleza del soluto,  así como de la temperatura, viscosidad y naturaleza del disolvente 

[85].  

El coeficiente de difusión binario (𝐷12) es un propiedad de gran importancia en el 

transporte de fluidos y resulta de gran importancia su determinación, ya sea en forma 

experimental mediante técnicas instrumentales, o calculado a partir de ecuaciones o modelos 

matemáticos [107]. Además, existe una demanda por parte de procesos SFE de expresiones 

simples y precisas para conocer el coeficiente de difusión en un amplio rango de 

temperaturas y presiones [108]. 

El coeficiente de difusión de un soluto en el fluido supercrítico (𝐷12) depende del 

tamaño y forma del soluto, la interacción molecular con el solvente supercrítico, y las 
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condiciones de temperatura y presión. En general, solutos con grandes masas moleculares y 

solutos que pueden presentar interacciones químicas difunden de forma más lenta. 

Adicionalmente, la presión y la temperatura determinan la densidad y la viscosidad del 

disolvente, los cuales tienen un efecto importante sobre la difusión del soluto. En general, el 

coeficiente de difusión aumenta de forma proporcional a la temperatura a presión constante, 

sufriendo menores efectos a elevadas presiones. Con respecto a la presión, el coeficiente de 

difusión disminuye con el incremento de esta. Altas presiones significan alta densidad del 

disolvente y por ende el proceso de difusión se hace más difícil debido al incremento en el 

número de colisiones moleculares. Además, las interacciones intermoleculares aumentan 

debido a la reducción en la distancia media intermolecular como causa del aumento en la 

densidad [109]. 

La medición o determinación de 𝐷12 puede realizarse en un gas, en un líquido y en 

fluidos supercríticos mediante el uso de diferentes técnicas. Algunas de estas técnicas que se 

encuentran disponibles en la literatura incluyen: espectroscopía de correlación de fotones 

[110,111], métodos geométricos [112–114], Resonancia Magnética Nuclear (RMN) [115–

117], técnicas cromatográficas como la cromatografía de ensanchamiento de picos 

(Chromatographic Peak Broadening - CPB) también denominado método de Taylor [118–

121], y la respuesta al impulso cromatográfico (Chromatographic Impulse Response - CIR) 

[122–124]. 

Actualmente existe en la bibliografía datos e información referente a la determinación 

de 𝐷12  para numerosos compuestos, obtenidos de forma experimental empleando algunas 

de las técnicas anteriormente descritas, a través de simulaciones computarizadas o mediante 

el uso de modelos macroscópicos. La aplicación de las diferentes técnicas que se han 

desarrollado para para la determinación experimental del coeficiente de difusión, se han 

enfocado a la medición de un componente puro. Sin embargo, para un extracto, este tipo de 

información es limitada o no se encuentra disponible, debido a que los extractos obtenidos a 

partir de fuentes naturales poseen una composición que normalmente incluye un gran 

número de compuestos.  

Por otro lado, gran parte de las correlaciones que se han propuesto y que se encuentran 

disponibles, requieren el conocimiento de muchos parámetros del soluto, tales como la masa 

molecular, el volumen crítico, y el volumen molar en el punto de ebullición, entre otros. 

Estas correlaciones también demandan de la incorporación de propiedades físico-químicas 
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del disolvente supercrítico como son la densidad, viscosidad, parámetros críticos, etc., en 

general, en la medida que aumenta la predicción del modelo para la determinación del 

coeficiente de difusión, aumenta el número de parámetros necesarios para el cálculo. 

Se han propuesto muchas ecuaciones, las que pueden encontrarse en la bibliografía, para 

predecir o correlacionar el 𝐷12. En la tabla 1.3 se muestra un resumen de algunas de las 

correlaciones desarrolladas para la determinación del coeficiente de difusión en SC-CO2, así 

como los parámetros o datos de entrada que requiere cada una de ellas. Una de las ecuaciones 

más precisas es la propuesta por Magalhães y col. (2013) [125]. Sin embargo, como se 

expuso anteriormente, esta gran variedad de correlaciones han facilitado la determinación 

del 𝐷12 en compuestos puros pero no se han aplicado a mezclas multicomponentes. Para 

determinar y/o predecir el 𝐷12 de un extracto, sería necesario conocer su composición así 

como establecer reglas de mezclado. 
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Tabla 1.3 Correlaciones para determinar el coeficiente de difusión de sustancias puras en SC-CO2 y los parámetros requeridos para cada una. 

Denominación Correlación Parámetros Referencia 

Scheibel 
𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) =

8.2𝑥10−8𝑇

𝜇1𝑉𝑏𝑝,2
1 3⁄

[1 + (
3𝑉𝑏𝑝,1

𝑉𝑏𝑝,2
)

2 3⁄

] Vbp,2 [126] 

Reddy-Doraiswamy 
𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) = 𝛽 ×

𝑇√𝑀1

𝜇1(𝑉𝑏𝑝,1𝑉𝑏𝑝,2)
1 3⁄

 

=1.0×10-8 (Vbp,1/Vbp,2  1.5)   or   =8.5×10-8 (Vbp,1/Vbp,2 > 1.5) 

Vbp,2 [127] 

Lusis-Ratcliff 
𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) =

8.52 × 10−8𝑇

𝜇1𝑉𝑏𝑝,1
1 3⁄

[1.40 (
𝑉𝑏𝑝,1

𝑉𝑏𝑝,2
)

1 3⁄

+ (
𝑉𝑏𝑝,1

𝑉𝑏𝑝,2
)] Vbp,2 [128] 

Lai-Tan 
𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) = 2.50 × 10−7

𝑇√𝑀1

(10𝑥𝜇1)0.688𝑉𝑐,2
1 3⁄

 Vc,2 [129] 

Wilke-Chang 
𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) = 7.4𝑥10−8 (

𝑇√𝑥𝑀1

𝜇1𝑉𝑏𝑝,2
0.6 ) ; 𝑥 =  {

1 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑑𝑖𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑛𝑜 𝑎𝑠𝑜𝑐𝑖𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑠
2.6 𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑎𝑔𝑢𝑎

 x, Vbp,2 [130] 

Stokes-Einstein Ecuación 1 

Modificada 𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) = 𝐴 (
𝑇

𝜇1
)

𝛼 1

(𝑀2𝑉𝑏𝑝,2)
𝛽

 M2, Vbp,2 [131] 

Stokes-Einstein Ecuación 2 

Modificada 𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) = 𝐴 (
𝑇

𝜇1
)

𝛼 1

(𝑀2𝑉𝑏𝑝,2𝜎𝑏𝑝,2
1 4⁄

)
𝛽

 M2, Vbp,2, bp,2 [131] 

Schiebel Modificada 
𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) = 𝐴 (

𝑇

𝜇1
)

𝛼 1

𝑉𝑐,2
𝛽

[1 + (
3𝑉𝑐,1

𝑉𝑐,2
)

2 3⁄

] Vc,2 [132] 

Lusis-Ratcliff Modificada 
𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) = 𝐴 (

𝑇

𝜇1
)

𝛼

[𝛽 (
𝑉𝑐,1

𝑉𝑐,2
)

1 3⁄

+ (
𝑉𝑐,1

𝑉𝑐,2
)] Vc,2 [132] 

Tyn-Calus Modificada 

𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) = 𝐴 (
𝑇

𝜇1
)

𝛼 (𝑉𝑏𝑝,2𝜎𝑏𝑝,2
1 4⁄

)
𝛽

𝑉𝑐,2
𝛾  

𝜎𝑏𝑝,2(𝑔 𝑠2⁄ ) = 𝑃𝑐,2
2 3⁄

𝑇𝑐,2
1 3⁄

(0.132𝛼𝑐,2 − 0.279)(1 − 𝑇𝑏𝑝,2)
11 9⁄

 

Vc,2, bp,2, Pc,2, Tc,2, c,2, Tbp,2 [132] 

Wilke-Chang Modificada 
𝐷12(𝑐𝑚2 𝑠⁄ ) = 𝐴 (

𝑇

𝜇1
)

𝛼 1

𝑉𝑐,2
𝛽

 a, b, Vc,2 [132] 

Magalhães y col. (2013) 
𝐷12 = 𝑇 (𝑎𝜌1 +

𝑏

𝜇1
) a, b [125] 

1: disolvente (CO2); 2: soluto; T: temperatura; P: presión; : viscosidad; : densidad; : tensión superficial; Vbp: volumen molar en el punto de ebullición; M: masa molar; Vc: volumen molar 

crítico; x: parámetro de asociación en la ecuación de Wilke–Chang; A, ,  and : constantes específicas en las respectivas correlaciones.  
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1.4 Materiales de origen vegetal utilizados en esta Tesis para los estudios de 

escalado 

 

Durante las últimas décadas se ha evidenciado un creciente interés por la utilización de 

sustancias de origen vegetal, considerando que muchas plantas producen una gran variedad 

de metabolitos que resultan de interés para la industria de alimentos, farmacéutica y 

cosmética [133–136]. La extracción de compuestos activos utilizando fluidos supercríticos 

empleando dióxido de carbono es una tecnología que ha demostrado ventajas significativas 

en relación a los métodos de extracción convencionales [38]. Estas ventajas han propiciado 

la investigación de numerosas fuentes vegetales, dando lugar a una gran producción 

científica. En este sentido, de Melo y col. (2014) recopilaron en un estudio los materiales 

vegetales más utilizados en la extracción supercrítica a partir de trabajos publicados entre 

2000 y 2013. En la Figura 1.2 se observa que el tipo de material empleado es bastante 

heterogéneo predominando las semillas (28 %), y las hojas (17%) como biomasas de 

extracción; por su parte, las frutas y las flores representaron un 10 % y un 5 %, 

respectivamente. 

 
Figura 1.2 Clasificación de los materiales vegetales más utilizados en la SFE (adaptado de 

de Melo y col. 2014) [35]. 
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Esta recopilación permite suponer que la extracción SFE presenta un amplio rango de 

aplicaciones a partir de materias primas de origen vegetal, tanto en investigación básica 

como aplicada al desarrollo de productos a nivel industrial, motivando así a continuar 

explorando la inmensa diversidad disponible. 

A continuación, se describirán las materias primas que se emplearon en el desarrollo de 

esta Tesis, que comprenden frutos deshidratados del mortiño (Vaccinium meridionale 

Swartz) procedentes de Medellín (Colombia) y flores de caléndula (Calendula officinalis) 

procedentes de Murcia (España), con especial énfasis en el mortiño debido a la poca 

información científica que se encuentra disponible respecto de esta especie. 

 

1.4.1 Mortiño (Vaccinium meridionale Swartz) 

 

El género Vaccinium comprende un grupo de plantas que incluye alrededor de 450 

especies dispersas por todo el mundo, las cuales poseen actividades biológicas, 

antiinflamatorias, inhibitorias del crecimiento de células cancerígenas, de efectos 

beneficiosos sobre la visión, desórdenes cardiovasculares, enfermedades degenerativas, y 

envejecimiento, entre otras [137–141]. Sus bayas se caracterizan por contener varios 

fitonutrientes, incluyendo compuestos fenólicos tales como flavonoides, ácidos fenólicos, 

lignanos y taninos poliméricos [142]. 

Los frutos del género Vaccinium han sido empleados tradicionalmente por muchas 

comunidades indígenas con fines nutricionales y terapéuticos. Actualmente, la creciente 

preocupación de los consumidores sobre su salud y la necesidad de llevar una alimentación 

saludable ha propiciado un incremento en el consumo de este tipo de frutos, aumentando con 

ello la producción anual en diferentes formatos (fruto fresco, congelado, fruta procesada) 

convirtiéndose así en una fuente importante de componentes nutracéuticos o de suplementos 

alimentarios. En los Estados Unidos, las especies más comercializadas son V. corymbosum 

L., V. angustifolium Ait., V. asheireade y V. macrocarpon. Dentro del conjunto de 

suplementos alimentarios, el extracto de V. macrocarpon, ocupa el puesto 14 en el ranking 

de popularidad y es utilizado de forma frecuente debido a sus efectos benéficos sobre el 

tracto urinario; por otro lado, el extracto de V. myrtillus L. se ubica en el puesto 21 debido a 

sus efectos benéficos sobre el sistema vascular y la retina. Para el año 2006 se encontraron 

más de 180 productos fitofarmacéuticos disponibles en el mercado mundial, los cuales 

contenían en sus ingredientes extractos de frutos del género Vaccinium [143,144]. 
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Particularmente, la especie Vaccinium meriodionale Swartz se cultiva en la región 

andina de América del Sur (Colombia, Venezuela y Ecuador) a una altura entre 2300 y 3300 

metros sobre el nivel del mar, específicamente entre los Trópicos de Cáncer y Capricornio 

(23°30’N-23°30’S)  [145]. En Colombia, se conoce como “agraz”, “mortiño”, “uvito de 

monte” o “arándano azul”, siendo básicamente una especie que crece de forma espontánea 

en la región andina (ver figura 1.3), uno de los pocos lugares donde se producen dos cosechas 

en el año (junio y diciembre) [146]. 

 
 

Figura 1.3. Mortiño (Vaccinium meridionale Swartz) 

 

1.4.1.1 Características físicas 

 

El mortiño es un arbusto de hojas simples, alternas, deformas elípticas y ovales, que 

crece de forma silvestre con un tamaño que oscila entre 1 y 4 metros de altura, aunque 

ocasionalmente se pueden encontrar algunos de hasta 8 metros. En Colombia se cosecha en 

dos épocas del año, la primera entre abril y mayo, y la segunda -más abundante- entre 

septiembre y diciembre [147]. 

Sus frutos son bayas globosas de aproximadamente 1 cm de diámetro y un peso fresco 

de 1,6 a 6,8 g cuyo color es verde cuando está inmaduro y púrpura oscuro cuando alcanza la 

madurez [148,149]. La pulpa de estas bayas es comestible, tiene un sabor ligeramente ácido 

y presenta pequeñas y numerosas semillas. La madurez fisiológica del fruto se alcanza entre 

60 y 80 días después de su floración. Dependiendo de las características de la zona donde se 

realice su cultivo como el terreno y la temperatura, la cantidad de bayas en cada racimo 

pueden variar entre cinco y diez [149]. 



CAPÍTULO 1 | INTRODUCCIÓN 
 

42 
 

1.4.1.2 Aplicaciones 

 

Uno de los usos más comunes que se le ha dado al mortiño ha sido en la elaboración de 

zumos [150] y derivados lácteos [151], sin embargo, ha despertado un interés agroindustrial 

en la última década debido al alto contenido de polifenoles, especialmente antocianinas 

como delfinidina y cianidina, además de ácidos fenólicos como ferúlico, cafeico y 

clorogénico, formando parte de los metabolitos secundarios responsables de sus efectos 

benéficos [139]. Actualmente existen muchos estudios sobre el cultivo y el manejo agrícola 

del mortiño, sin embargo, se encuentran pocos estudios publicados sobre las posibles 

aplicaciones del mortiño como ingrediente funcional. 

Algunos de los estudios más relevantes se han centrado en el efecto del tratamiento de 

secado sobre la actividad antioxidante del mortiño [152]. Gaviria Montoya y col. (2009) 

estudiaron la actividad antioxidante y la inhibición de la peroxidación lipídica de los 

extractos de mortiño en aceite de maíz, donde reportaron valores de actividad antioxidante 

similares y superiores a otras especies de Vaccinium, además de una buena eficiencia 

inhibitoria frente a la oxidación lipídica de aceites vegetales al compararse con un 

antioxidante comercial como el BHT (Butil hidroxitolueno) [153]. Lopera y col. (2013) 

encontraron un efecto cardioprotector en los extractos no alcohólicos y fermentados de 

mortiño que fueron suministrados en roedores [154]; Maldonado y col. (2014) encontraron 

unos valores de actividad antioxidante similares a otras especies, así como efectos 

citotóxicos y antiproliferativos en un modelo in vitro de cáncer de colon, sugiriendo que los 

extractos de mortiño poseen un gran potencial para ser utilizados en la prevención de este 

tipo de cáncer [155]. Por otra parte, Zapata y col. (2015) estudiaron el efecto de disoluciones 

de mortiño en la estabilización del aceite de Sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) 

encontrando que el aditivo desarrollado con extractos de mortiño era eficaz en la 

estabilización del aceite de Sacha inchi [156]. 

 

1.4.2 Caléndula (Calendula officinalis) 

 

La caléndula (Caléndula officinalis) es una planta ornamental originaria del sur de 

Europa la que, debido a la actividad biológica que han presentados sus compuestos, posee 

un amplio interés por la industria farmacéutica siendo cultivada a escala comercial a nivel 

mundial [157,158]. Las flores de C. officinalis se han utilizado en la medicina tradicional y 
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popular debido a la actividad biológica que poseen sus extractos tales como efectos anti-

inflamatorios, anti-tumorgénicos, propiedades antivirales y cicatrizantes [159–163].  

Estas características hacen que la flor de caléndula resulte de gran interés para la 

producción de extractos por diferentes industrias que incluyen la cosmética, farmacéutica y 

de alimentos. Por esta razón, se dispone en la bibliografía de muchas publicaciones sobre la 

extracción SFE de C. offinalis empleando diversas condiciones y escalas de proceso 

[160,164–169]. 
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1.5 Equipos de extracción supercrítica de la Plataforma Novalindus del CIAL 

(UAM+CSIC) 

 

La Plataforma NOVALINDUS (InNOVación ALImentaria INDUStrial) es una planta 

piloto especializada en el desarrollo de procesos de obtención de productos alimentarios 

funcionales, así como en la producción piloto de dichos productos. Se trata de una plataforma 

de servicios de investigación y desarrollo para organismos públicos de investigación y 

empresas, que tiene como principal filosofía la investigación alimentaria útil, en constante 

evolución, para obtener resultados transferibles a la sociedad sin olvidar el papel 

fundamental de la empresa. 

La Plataforma Novalindus se encuentra ubicada en la Planta Piloto del Instituto de 

Investigación en Ciencias de la Alimentación CIAL (UAM-CSIC) en el campus de la 

Universidad Autónoma de Madrid (Madrid, España). Se encuentra dotada de una serie de 

equipos singulares cuyos objetivos se centran en la investigación científica y el 

asesoramiento tecnológico. 

En la plataforma ya se han desarrollado varios procesos SFE, utilizando materias primas 

como el romero (Rosmarinus officinalis) [16,170], espinacas (Spinacia oleracea) [171], 

tomillo (Thymus zygis) [170,172,173], Orégano (Origanum vulgare ) [170], Salvia (Salvia 

officinalis) [170],  Milenrama (Achilea millenfolium) [164,174,175], Melisa (Melisa 

officinalis) [164], flor de caléndula (Calendula officinalis) [164,165], corteza de plátano 

(Platanus acerifolia L.)[17] té verde (Camellia sinensis) [176] y mortiño (Vaccinium 

meridionale Swartz) [22]. Además, se han realizado en Novalindus una serie de trabajos de 

asesoramiento y extracción de otras materias primas de origen vegetal cuyos resultados se 

encuentran vinculados a servicios a empresas y no se encuentran publicados. 

1.5.1 Planta de Extracción SFE de Escalas Laboratorio y Piloto 

 

En las figuras 1.4 a 1.7 se muestran y describen las plantas de extracción supercrítica 

empleadas en el desarrollo de esta Tesis las cuales forman parte de las infraestructuras 

disponibles en la Plataforma Novalindus. La figura 1.4 corresponde a una planta de 

extracción Thar SF2000 (Pittsburgh, Pensilvania, Estados Unidos), esta planta posee una 

configuración que le permite llevar a cabo experimentos a pequeña escala utilizando una 

celda de extracción de 2.7×10-4 m3 y a escala piloto mediante una celda de 1.3510-3 m3, el 

caudal de CO2 se mide a través de un caudalímetro Siemens AIS, modelo Sitrans FC Mass 
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2100 DI 1.5  (Nordborgvej, Dinamarca), puede operar en un rango de presión de 0.1 a 6.9 

MPa, la temperatura de entrada del CO2 en la celda de extracción se controla mediante un 

intercambiador de calor eléctrico y el control de temperatura de la celda de extracción se 

realiza mediante una camisa calefactora, el CO2 puede ser bombeado entre un rango de 

caudal de 0.2 a 12 kg·h-1, la presión se controla mediante una válvula BPR automática y la 

corriente de CO2 puede ser recirculada al tanque de almacenamiento pasando primero por 

un Demister con un volumen de 1.71×10-3 m3 de Proycon Pirineo S.L. (Huesca, España), en 

el cual se separan partículas sólidas o líquidas de la corriente de salida del CO2, los extractos 

se recolectan en dos separadores ciclónicos de 5×10-4 m3. En la figura 1.5 se presenta un 

diagrama esquemático detallado de esta planta cuya operación se controla mediante un 

sistema de control PLC conectado a un ordenador. 

 

 
 

Figura 1.4 Planta de extracción SFE configurada para escalas laboratorio y piloto (Thar 

SF2000, Thar Technologies, Pittsburgh, Pensilvania, USA). 

 

En la figura 1.5 se describe la planta Thar SFE2000 mediante un diagrama 

esquemático. 

A 

B 
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Figura 1.5 Diagrama esquemático de la planta SFE Thar SF2000 y su configuración para 

escalas de laboratorio y piloto. Donde A= Celda de extracción (2.710-4 m3); B= Celda de 

extracción (1.3510-3 m3); C= Tanque de almacenamiento de CO2; D= Bomba de CO2; E= 

Caudalímetro; F= Intercambiador de calor; G= Válvula automática BPR; H= Separador 

ciclónico; I= Válvula BPR manual; J= Demister; K= Condensadores; L= Sistema de 

enfriamiento; M= Indicador de volumen; P= Manómetros; (┈) líneas punteadas indican 

sistema de control PLC; (---) líneas con guiones indican recirculación. 

 

1.5.2 Planta de Extracción SFE de Escala Semi-industrial 

 

La figura 1.6 presenta la planta de extracción ZEAN, la cual posee una configuración 

para realizar experimentos a escala semi-industrial con una celda de extracción (C) de 

5.19×10-3 m3 y su calentamiento se realiza mediante una camisa calefactora. Esta planta 

puede operar en un rango de presión de 0.1 a 44 MPa, el CO2 puede ser bombeado en un 

rango de 2.2 a 147 kg·h-1 mediante una bomba LEWA LDE1 de LEWA GmbH (Leonberg, 

Alemania), la temperatura del CO2 se controla mediante un intercambiador de calor de tubos 

enlazado a un baño termostático Huber Hotbox HB120 de Peter Huber Kältemaschinenbau 

GmbH (Offenbur, Alemania),  la presión en la celda de extracción se controla mediante una 

válvula BPR RCV-2945 de Badger Meter Inc. (Tulsa, Estados Unidos). Los extractos se 

recolectan en dos separadores con un volumen de 1.57×10-3, cada uno con control de presión 

independiente el cual se regula mediante válvulas BPR manuales y control de temperatura 
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controlado mediante resistencias eléctricas. Para recircular el CO2 utilizado en la extracción 

hasta el tanque de almacenamiento de 8.8×10-2 m3, la corriente pasa primero por un Demister 

de Proycon Pirineo S.L. (Huesca, España) con volumen de 1.5×10-2 m3 y más adelante por 

un filtro de carbon activado con un volumen de 5×10-2 m3. La operación de esta planta se 

controla mediante un sistema PLC diseñado por Invensys S.L. (Madrid, España). 

En la figura 1.7 se describe la planta Zean mediante un diagrama esquemático. 
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Figura 1.6 Planta de extracción SFE configurada para escalas laboratorio y piloto (ZEAN 

Engineering, Madrid, España). 

 

C 
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Figura 1.7 Diagrama esquemático de la planta ZEAN y su configuración para escala semi-

industrial. Donde: A= bomba de CO2; B= Intercambiador de calor; B1= Baño termostático; 

C= Celda de extracción; D= Válvula BPR automática; E= Separador ciclónico; F= Válvula 

BPR manual; G,H= Válvulas de paso; I= Demister; J= Filtro; K,O= Sistema de enfriamiento; 

L,P= Condensadores; M= Válvula neumática; N= Tanque de almacenamiento de CO2; (…) 

líneas de puntos indican sistema de control PLC; (---) líneas con guiones indican sistema de 

recirculación. 
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO 
 

 2.1 Objetivo General 

 

El objetivo general del trabajo de la Tesis Doctoral ha sido estudiar el escalado de la 

extracción de materiales de origen vegetal con dióxido de carbono (CO2) supercrítico, 

desarrollando un procedimiento sencillo y de fácil aplicación que permita correlacionar el 

comportamiento cinético del proceso de extracción, abarcando diferentes materias primas y 

diferentes condiciones de extracción.  

2.1.1 Objetivos específicos 

 

a. Estudiar y analizar los procedimientos teóricos (modelos de transferencia de materia) 

y semi-empíricos (reglas de pulgar de la ingeniería, correlaciones de números 

adimensionales) ya utilizados en la bibliografía para el escalado de procesos de 

extracción supercrítica con lecho fijo en batch. 

 

b. Estudiar experimentalmente el escalado de procesos de extracción supercrítica de 

diferentes matrices vegetales, utilizando las unidades de diferente escala disponibles 

en la Plataforma Novalindus (CIAL, UAM-CSIC). 

 

c. Desarrollar un procedimiento simple, considerando los fundamentos teóricos y la 

información experimental, que permita estimar el caudal de CO2 necesario en celdas 

de diferentes escalas para reproducir la misma cinética de extracción.   
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2.2 Plan de Trabajo 

 

Según los objetivos propuestos en esta Tesis Doctoral, en la figura 2.1 se resume los 

modelos teóricos y semi-empíricos estudiados y aplicados para el escalado de procesos de 

extracción con fluidos supercríticos (SFE).  

Escalado de Procesos SFE

 

Métodos Semi-empíricos

 

Reglas de Pulgar de 

la Ingeniería

 

Tiempo de 

Residencia

 

Velocidad Lineal del 

Disolvente

 

Correlaciones Generalizadas

 

Sh, Re, Sc

 

Métodos Teóricos

 

Transferencia de Masa

 

Modelo de 

Barton

 

Modelo 

B.I.C.

  

Figura 2.1 Modelos teóricos y semi-empíricos utilizados en esta tesis. 

 

Para estudiar el cambio de escala, en lo referente a los métodos semi-empíricos se 

aplicaron dos reglas de pulgar de la ingeniería:  

a. mantener constante el tiempo de residencia. 

b. mantener la velocidad lineal del disolvente constante  

En cuanto al desarrollo de correlaciones generalizadas, se tuvieron en cuenta los 

números adimensionales de Reynolds, Schmidt y Sherwood, los cuales describen el régimen 

de flujo, la difusión y la transferencia de masa en el interior de la celda de extracción.  

En el caso de los métodos teóricos, se estudiaron varios modelos basados en la 

transferencia de materia disponibles en la bibliografía [30,78,86,177] y se aplicaron dos de 

ellos: el modelo cinético de Barton [78] y el modelo BIC (Broken and Intact Cells) propuesto 

por Sovová [30,75]. 

La aplicación de estos criterios o reglas para el escalado de un proceso SFE se llevó a 

cabo experimentalmente en la Plataforma Novalindus, utilizando dos materias primas de 

origen vegetal:  
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- Vaccinium meridionale Swartz (Mortiño) procedente de Colombia, a través de un acuerdo 

de colaboración con el Instituto de Ciencia y Tecnología Alimentaria (INTAL) con sede en 

Medellín, Colombia. 

- Calendula officinalis (caléndula), originaria de Murcia, España.  

Cada uno de estos materiales fueron acondicionados previamente al proceso de 

extracción según se muestra en la figura 2.2. 

 

 

Figura 2.2 Pretratamiento de los materiales vegetales utilizados en esta Tesis. 

 

Las unidades de extracción utilizadas se describieron en la Introducción y sus 

características se resumen en la Tabla 2.1. 
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Tabla 2.1. Características de las plantas de extracción SFE de la Plataforma Novalindus 

utilizadas para los estudios de escalado de esta Tesis. 

 

 Escala 

Laboratorio 

Escala  

Piloto 

Escala  

Semi-industrial 

L:  Altura celda (m) 0.188 0.388 0.570 

D: Diámero celda (m) 0.043 0.07 0.107 

Volumen de celda (m3) 2.7×10-4 1.35×10-3 5.19×10-3 

Area de flujo (m2) 1.45×10-3 3.53×10-3 8.99×10-3 

Relación L/D 4.372 5.716 5.327 

Volumen separador (m3) 5×10-4 5×10-4 1.57×10-3 

Capacidad bomba (kg·h-1) 0.2 - 12 0.2 - 12 2.2 - 147 

Presión de operación (MPa) 0.1 - 69 0.1 - 69 0.1 - 44 

Temperatura de operación de la 

bomba (C) 
5 - 40 5 - 40 5 - 40 

Volumen Demister (m3) 1.71×10-3 1.71×10-3 1.5×10-2 

Volumen Filtro (m3) No No 5×10-2 

Volumen tanque CO2 (m
3) 1.5×10-2 1.5×10-2 8.8×10-2 

Sistema de recirculación Si Si Si 

BPR autómatica Si Si Si 

Caudalímetro Si Si No 

Control PLC Si Si Si 

 

Para el cálculo del coeficiente de difusión, el que forma parte del número de Schmidt, 

se realizó una recopilación y análisis de más de 1100 datos experimentales sobre coeficientes 

de difusión de compuestos puros disponibles en la literatura y mediante la aplicación de 

Regresiones Múltiples Lineales (MLRA, Multiple Linear Regression Analysis), se 

desarrollaron correlaciones generalizadas por familia de compuestos (tipo de extracto): (i) 

aceites volátiles; (ii) ácidos grasos; (iii) aceites fijos. Estas correlaciones permitieron el 

cálculo del coeficiente de difusión en función únicamente de la temperatura y presión, y de 

propiedades fisicoquímicas del CO2, como la densidad y la viscosidad, las que a su vez 

dependen de la temperatura y presión de extracción. 
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En la figura 2.2 se resume el plan de trabajo desarrollado. 

 

OEC Experimentales:

Mortiño (V. meridionales) y 

Caléndula (C. officinalis)

Celda Novalindus de 

2.7×10-4 m3

OEC Experimentales (Celdas 

de extracción Novalindus de 

1.35×10-3 y 5.19×10-3 m3

Compilación de OECs de la Bibliografía 

(otras unidades SFE)

Compilación de OECs Novalindus de la Bibliografía

Cálculo del Coeficiente de Difusión 

(Modelo desarrollado en esta Tesis)

Cálculo del Coeficiente de Transferencia de masa

(Modelo Barton)

Correlación Generalizada

Modelo

BIC
Reglas de 

Pulgar

Estudios de Escalado

 

 

Figura 2.2 Esquema del Plan de Trabajo desarrollado en esta Tesis.
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3. RESULTADOS  
 

3.1 Prefacio 

 

Como se describió en la introducción de esta memoria, la extracción con fluidos 

supercríticos utilizando dióxido de carbono se ha consolidado como una tecnología versátil, 

eficaz y respetuosa con el medio ambiente. Una prueba de ello es la extensión extraordinaria 

de sus aplicaciones en la investigación, desarrollo e innovación, siendo particularmente 

destacables las orientadas a la producción de ingredientes alimentarios funcionales.  

Se estima que, sólo en la última década, se ha estudiado la obtención mediante 

tecnología supercrítica de extractos de más de 300 especies diferentes de plantas, con un 

gran número de aplicaciones a escala analítica y/o semi-preparativa para la obtención de 

ingredientes bioactivos [1,4,35,177–179]. 

Sin embargo, la velocidad con la que la academia ha adaptado y aplicado la SFE ha 

ocurrido de una forma mucho mayor que en la industria y el resultado puede verse reflejado 

en el número de plantas industriales (aproximadamente 150) de las que se tiene registro y 

que se han construido a nivel mundial con volúmenes de extracción superior a los 0.5 m3 

[27,28]. Los factores que han afectado el crecimiento de la SFE a nivel industrial se basan 

en los altos costes de inversión iniciales asociados a los procesos de extracción con fluidos 

supercríticos, así como a la escasez de trabajos y bibliografía sobre procedimientos 

confiables de escalado. Con respecto a los primeros, este concepto ha ido cambiando en los 

últimos años, debido a la expansión en la fabricación de equipos de alta presión, la 

variabilidad de los costos de producción en función de la aplicación específica y la alta 

calidad de los productos que se obtienen [27]. 

Por otro lado, si bien la información sobre procedimientos de escalado y diseño de 

plantas son fundamentales para que las empresas productoras puedan optimizar el tamaño y 

la configuración de plantas industriales desde un punto de vista económico, las herramientas 

actualmente disponibles no son todavía muy fiables, no son muy comprensibles o se 

encuentran parcialmente disponibles [28]. 

En particular, para el diseño adecuado de los procesos batch de extracción con fluidos 

supercríticos, es esencial tener un buen conocimiento del mecanismo de transferencia de  
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masa y una representación matemática apropiada de este proceso. Esto permitirá un diseño 

mucho más confiable de los diversos componentes del equipo al pasar de una escala analítica 

y/o semi-preparativa a una escala piloto y/o industrial [11-13]. 

En el Laboratorio de Extractos Naturales del CIAL (UAM-CSIC) se han estado 

desarrollando numerosos proyectos de investigación donde la extracción con CO2 

supercrítico ha sido el punto partida, aplicándose a diversas materias primas vegetales y en 

operaciones que van desde la escala analítica, laboratorio, piloto y semi-industrial mediante 

la utilización de la Plataforma Novalindus. Muchos de los resultados obtenidos hasta ahora 

se han enfocado a la caracterización, identificación, cuantificación y aplicación de los 

compuestos presentes en los extractos obtenidos como ingredientes alimentarios 

funcionales. Sin embargo, los estudios no han abordado de forma rigurosa las posibles 

estrategias de aumento de escala, para obtener mayor información del proceso SFE, 

haciéndolo más viable a la hora de extrapolar los resultados a un entorno comercial. 

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, y sobre la base de los antecedentes 

analizados y descritos en la Introducción en esta Tesis Doctoral, se estudió el escalado en la 

extracción supercrítica de materiales de origen vegetal empleando CO2 supercrítico, para 

desarrollar un procedimiento sencillo, eficaz y de fácil aplicación que permitiera 

correlacionar el comportamiento cinético de los procesos SFE llevados a cabo en la 

Plataforma Novalindus, empleando diferentes materias primas de origen vegetal y diferentes 

condiciones de extracción. 

En la sección 3.2 se presentan los resultados del estudio experimental del proceso de 

escalado SFE en batch llevado a cabo con mortiño (V. meridionale Swartz) empleando las 

celdas de extracción de la Plataforma Novalindus de 2.7×10-4 m3 y 1.35×10-3 m3 y titulado 

“Vaccinium meridionale Swartz Supercritical CO2 Extraction: Effect of Process Conditions 

and Scaling Up” de López-Padilla y col. publicado en la revista Materials 2016, 9 (519); 

doi:10.3390/ma9070519. 

La sección 3.3 presenta los resultados obtenidos en el estudio del escalado SFE 

utilizando celdas de extracción con volúmenes de 2.7×10-4 m3, 1.35×10-3 m3 y 5.19×10-3 m3 

utilizando como materia prima la flor de caléndula (C. officinalis) titulado “Supercritical 

carbon dioxide extraction of Calendula officinalis: kinetic modeling and scaling up study”. 

De López-Padilla y col. publicado en la revista Journal of Supercritical Fluids, 2017 (en 

prensa). 
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Los resultados de ambos estudios comprobaron que, habiendo aplicado únicamente dos 

criterios de escaldo, y al igual que en otros estudios de la bibliografía, no existe un único 

criterio de escalado aplicable a la SFE de las unidades de la Plataforma Novalindus. Así, con 

el objetivo de desarrollar una correlación general para todas las cinéticas de extracción 

obtenidas en Novalindus, se abordó el cálculo del coeficiente de difusión y del coeficiente 

de transferencia de masa, dos parámetros fundamentales de la extracción SFE. 

En la sección 3.4 se presenta el trabajo titulado “Study of the diffusion coefficient of 

solute-type extracts in supercritical carbon dioxide: Volatile oils, fatty acids and fixed oils” 

de López-Padilla y col., publicado en la revista Journal of Supercritical Fluids, 2016, 109, 

148-156. En este trabajo se desarrollan correlaciones semi-empíricas y simples para estimar 

el coeficiente de difusión de un extracto tipo (aceite esencial, ácidos grasos o aceites fijos) 

en función únicamente de la temperatura y la presión de operación. Estas correlaciones 

mantienen un alto grado de precisión en comparación con otros modelos y métodos de la 

bibliografía más costosos matemáticamente y que demandan parámetros, los que están 

disponibles para componentes puros, pero no disponibles para mezclas multicomponentes 

como son los extractos supercríticos.  

A partir de los datos cinéticos obtenidos en esta Tesis Doctoral se desarrolló una 

correlación simple para el escalado SFE que permite estimar el caudal de SC-CO2 necesario 

para efectuar un aumento de escala (manteniendo la temperatura y presión de operación) en 

función del número de Schmidt y de las variables geométricas del lecho fijo (diámetro y 

altura). Además, esta correlación pudo ser ampliada para incluir diferentes materiales de 

origen vegetal, incluyendo el diámetro de partícula y porosidad del lecho empacado. Estos 

resultados se presentan en la sección 3.5, en el trabajo titulado “Supercritical extraction of 

solid materials: a practical correlation related with process scaling” de López-Padilla y col. 

enviado a la revista Journal of Food Engineering en junio de 2017. 
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Abstract: Vaccinium meridionale Swartz (Mortiño or Colombian blueberry) is one of the Vaccinium
species abundantly found across the Colombian mountains, which are characterized by high contents
of polyphenolic compounds (anthocyanins and flavonoids). The supercritical fluid extraction
(SFE) of Vaccinium species has mainly focused on the study of V. myrtillus L. (blueberry). In
this work, the SFE of Mortiño fruit from Colombia was studied in a small-scale extraction cell
(273 cm3) and different extraction pressures (20 and 30 MPa) and temperatures (313 and 343 K) were
investigated. Then, process scaling-up to a larger extraction cell (1350 cm3) was analyzed using
well-known semi-empirical engineering approaches. The Broken and Intact Cell (BIC) model was
adjusted to represent the kinetic behavior of the low-scale extraction and to simulate the large-scale
conditions. Extraction yields obtained were in the range 0.1%–3.2%. Most of the Mortiño solutes are
readily accessible and, thus, 92% of the extractable material was recovered in around 30 min. The
constant CO2 residence time criterion produced excellent results regarding the small-scale kinetic
curve according to the BIC model, and this conclusion was experimentally validated in large-scale
kinetic experiments.

Keywords: supercritical fluid extraction; Vaccinium meridionale Swartz; extracts; scale-up

1. Introduction

The genus Vaccinium comprises a group of plants that includes up to 450 species with promising
biological activities [1]. In different places its berries are being consumed as a part of a rich dietary
source of various phytonutrients, including phenolic compounds such as flavonoids, phenolic acids,
lignans and polymeric tannins [2]. In a recent study, Abreu et al. have reported medicinal uses for food
uses of 36 Vaccinium species, mainly from North America, Asia and Europe [3]. The most commonly
reported uses of Vaccinium extracts are as antioxidants due to their high content of anthocyanins and
other antioxidants [4,5], but in addition to the antioxidant activity due to the anthocyanins, there is
evidence of their antidiabetic [6], anti-hyperlipidemic [7], anti-tumorigenic [8] and neuroprotective
effects [9].

Vaccinium meridionale Swartz (Mortiño or Colombian blueberry) is one of the Vaccinium species
which grows in the Andean region of South America at 2300–3300 m above the sea level. Some
authors have reported a cardioprotective effect of products obtained from Mortiño fermentation,
suggesting that the consumption of Mortiño or its related products could be of importance not only in
the maintenance of health but also in preventing cardiovascular diseases [10,11].
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In the last decade, green technologies such as supercritical fluid extraction (SFE) have been used
as alternatives to conventional solvent extraction in the recovery of plant extracts containing phenolic
compounds, anthocyanins and other antioxidants [12,13]. Carbon dioxide (CO2) is widely used for the
extraction of natural compounds since it has moderate critical conditions (304.2 K, 7.38 MPa) and it
is a colorless, odorless, nontoxic, non-flammable, safe, highly pure and cost-effective solvent [14–16].
Due to its low critical temperature, the thermal degradation of natural products and the subsequent
generation of undesirable compounds are minimized or avoided. The low temperatures required, the
absence of oxygen during extraction, and the advantage of recovering the extract with high purity, free
of solvent, contribute to producing plant extracts of superior quality, i.e., better functional activity, in
comparison with extracts produced using liquid solvents.

However, in the case of the genus Vaccinium, supercritical CO2 extractions have been focused on
Vaccinium myrtillus L. (blueberry), especially on the study of the extraction of phenolic compounds,
anthocyanins and proanthocyanidins using ethanol and water as modifiers [17,18]. To our knowledge,
no reports are available in the literature regarding the SFE of Mortiño fruits. Hence, the importance
of the present study is based on the use of supercritical CO2 extraction to recover bioactives from
Mortiño, a widely distributed product in Colombia.

In this work, the SFE of Mortiño from Colombia, previously dehydrated until 12% of the moisture
content remained and ground until a mean particle size of 240 µm was reached, was investigated in a
small-scale extraction cell (273 cm3) using different process conditions: pressures of 10 and 30 MPa,
temperatures of 313 and 343 K, and CO2 flows of 18 and 32 g¨min´1. Extraction yields obtained were
in a range of 1%–3%. Speedy extraction was observed studying the kinetic behavior of the process.

Theoretical and semi-empirical approaches were applied to study the SFE scaling-up to an
extraction cell of 1350 cm3 capacity. Pressure and temperature were preserved in both small- and
large-scale experiments. Also, in order to make a comparison possible, the same particle size was used,
as well as bed density and porosity. Two well-known scale-up criteria were tested [19]: maintaining
the same linear velocity or maintaining the residence time of the solvent in the SFE bed. The model of
Sovová [20] was adjusted to represent the kinetic behavior of the low-scale extraction and then was
used to simulate the large-scale conditions and to evaluate the usefulness of the scale-up criteria.

2. Materials and Methods

2.1. Plant Material

Fresh and mature (between four and six years old plants) berries of V. meridionale were manually
harvested in the farm “la Guija”, “El Retiro” zone (2300 m altitude above sea level) belonging to
the Antioquia region of Colombia. The berries where then transported to the Instituto de Ciencia y
Tecnología Alimentaria (INTAL Foundation, Cra. 50 G N˝ 12 Sur 91, Itagüí, Colombia) where they were
washed and disinfected with the organic disinfectant Citrosan® and then ground in a 15 L capacity
cutting machine (Cruells, Girona, Spain) at a chopper speed of 1300 rpm. The disintegrated fruits were
then arranged in aluminum trays of 40 ˆ 60 cm containing about 1.5 kg of fruit per tray and subjected
to a drying process in a forced convection oven (Binder FD115, Tuttlingen, Germany) to 318 K for 48 h.
The product was then removed after 24 h and allowed to cool at room temperature of 296 ˘ 2 K for 4 h.
A second size reduction process was performed using the same cutting machine as described before,
and the final product with a particle size range of 500 µm–1.0 mm was vacuum packed in foil zipsealed
pouches (BOPP/polyamide/LDPE) (Alico A.A., Medellin, Colombia) and sent it to the Universidad
Autónoma de Madrid.

The plant material density (ρs) was determined using a helium pycnometer Ultrapyc 1200e
(Quantachrome, Boynton Beach, FL, USA) and resulted to be of 1441.6 ˘ 0.4 kg¨m´3.
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2.2. Chemicals

Ethanol absolute (99.5% purity) was purchased from Panreac (Barcelona, Spain). The CO2 (N-38)
was obtained from Carburos Metalicos, S.A. (Madrid, Spain).

2.3. Supercritical Fluid Extraction

V. meridionale Sw. extracts were obtained using a pilot plant supercritical fluid extractor from
Thar Technologies Inc (model SF2000; Pittsburgh, PA, USA) with two extraction vessels of 273 cm3

(small-scale experiments) or 1350 cm3 (large-scale experiments) of capacity.
The SFE devise comprises a cascade decompression system of two separators with independent

temperature (˘2 K) and pressure (˘0.1 MPa) control. The extraction unit also includes a recirculation
system, were the CO2 is condensed and pumped up to the desired extraction pressure. The pressure
in the extraction cell is controlled by an automated back pressure regulator valve. The CO2 flow is
measured using a flow meter from Siemens AIS (Model: Sitrans F C Mass 2100 DI 1.5, Nordborgvej,
Denmark). The SFE PLC-based instrumentation and controls as well as the rest of the features have
been described in detailed in previous works [21,22].

2.3.1. Small-Scale Extractions

First, small-scale kinetic behavior was studied using the 273 cm3 cylindrical extraction vessel
(internal diameter = 0.043 m; height = 0.188 m) packed with 0.160 kg of ground Mortiño with a mean
particle size of 254 µm. The selected extraction conditions were of 30 MPa, 313 K and 32 g¨min´1

of CO2. The first data point was measured after 10 min of extraction, and the rest of the data were
collected at intervals of 20 min until completing the total extraction time (180 min).

Then, in order to study the effect of process conditions on the overall extraction yield, small-scale
extractions were accomplished using also 0.160 kg of Mortiño but at two different pressures (10 MPa
and 30 MPa) and temperatures (313 K and 343 K). The overall extraction time was also set to 180 min
and the CO2 flow rate was 18 g¨min´1.

In all experimental assays the supercritical stream was decompressed at a pressure of 6 MPa in
both separators and CO2 was recirculated during the whole extraction time. The solid, pasty extracts
were recuperated and placed in vials. In order to ensure an accurate determination of the extraction
yield with time, separators were washed with ethanol which was eliminated afterwards by evaporation
at low temperature (313 K) in a rotavapor R210 (Büchi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland).

2.3.2. Large-Scale Extractions

Kinetic data were obtained using the 1350 cm3 cylindrical extraction vessel (internal diameter
of 0.07 m; height of 0.388 m) loaded with 0.800 kg of ground Mortiño. The extraction pressure and
temperature were the same as in the small-scale kinetic experiment (30 MPa and 313 K). The CO2 flow
rate was set to 158 g¨min´1 according to the results of the BIC model process simulation. The material
extracted at 15, 30, 100 and 160 min of extraction was collected from the separators the same way as
described above.

2.4. Scaling Criteria and Mass Transfer Modeling

The objective of scaling up is to reproduce the kinetic behavior of the extraction curves obtained
when using different extraction cells. Bed geometry is very important in SFE and can influence overall
yield so as extract composition [23]. In general, extraction vessels are cylindrical and thus length (L)
and bed diameter (D) of the cylinder are the variables which characterize bed geometry. Yet, to make
the kinetic comparison possible, certain process variables such as extraction temperature and pressure
should be maintained constant in both small- and large-scale extraction vessels. Also, the same particle
size, as well as bed density and porosity, should be preserved. Thus, the key point is to determine the
solvent flow necessary in the large-scale device (QLS) in order to attain similar kinetic profiles.
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In this work two engineering approaches were applied to estimate QLS as a function of the solvent
flow used in the small-scale experiment (QSS) and bed geometry. The first criterion was keeping the
CO2 velocity constant, thus:

QLS “

ˆ

DLS
DSS

˙2
QSS (1)

Equation (1) was obtained considering that the same temperature and pressure (same CO2 density)
were preserved in both small- and large-scale experiments, and the cross-flow area of the cylindrical
extraction vessels is A “ πD2{4.

The second criterion adopted was keeping the solvent residence time (tR) constant. The tR was
calculated as the ratio between the bed volume accessible to CO2 flow

`

πD2Lερ{4
˘

and the CO2 flow
rate (Q) [19]:

tR “
πD2Lερ

4Q
(2)

where D is the internal diameter of the extraction vessel; ε is the bed porosity and ρ is CO2 density.
Thus, the constant residence time criterion requires that:

QLS “

ˆ

DLS
DSS

˙2 ˆLLS
LSS

˙

QSS (3)

In this work, large-scale kinetic experiments were carried out preserving extraction temperature
and pressure as those used in the small-scale kinetic assays (313 K and 30 MPa) and using in each
experiment the CO2 flow rate predicted by Equations (1) or (2).

Several scaling-up criteria were reported and analyzed in the literature, as described by
Zabot et al. [24]. In general, there is no single criterion that can be effectively applied to all systems.
For example, keeping the same residence time of the solvent inside the SFE bed (Equation (2)) was
successfully applied for the SFE of clove buds but did not result adequate for the SFE of vetiver
roots [19].

Vegetal matrices are complex and the type of extractable solutes and their location in the raw
material affects the kinetics of extraction. For example, volatile oil is rather easy to extract by SFE, and
its major part is obtained in the early stage of the extraction. In these cases, the broken and intact cells
(BIC) mass transfer model has demonstrated good capability to represent the kinetic behavior [20].
In the BIC model, the solid phase is considered to be comprised by broken and intact cells and thus
the total extractable oil is divided by easily accessible solute, which is available on the surface of the
broken cells, and poorly accessible solute which is confined in the intact part of the cells.

The following assumptions are considered in the BIC model: temperature and pressure are
constant during the whole extraction time; particle size and oil distributions are uniform in the packed
bed; void fraction is constant during the extraction; CO2 is solute free at the bed entrance; axial
dispersion can be neglected (plug flow is assumed). Then, three different extraction periods can
be distinguished:

1. The constant extraction rate (CER) period, in which the external surface of the particles is covered
with easily accessible solute, and thus the extraction rate is constant during this period and
determined by the convective solvent film resistance.

2. The falling extraction rate (FER) period, in which the intra-particle diffusion starts to become
important. The remained accessible solute continues to be extracted but also the solute in the
intact cells starts to be extracted. Thus, the extraction rate drops rapidly and at the end of this
period, all the readily accessible solute has been removed from the vegetal matrix.

3. The diffusion controlled (DC) period, in which only the less accessible solute in intact cells is slowly
extracted. Mass transfer is mainly dominated by slow diffusion inside the solid vegetal particles.
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The BIC model equations to calculate the mass extracted (m) as a function of extraction time (t) in
the different periods are the following [20]:

CER period:
m “ Q Y ˚ r1´ expp´Zqs t (4)

FER period:
m “ Q Y ˚ rt´ tCERexppZw ´ Zqs (5)

DC period:

m “ mSI

"

Xo ´
Y˚
W

ln
„

1`
„

exp
ˆ

WXo

Y˚

˙

´ 1


exp
„

WQptCER ´ tq
mSI

ˆ

Xk
Xo

˙*

(6)

where,

Z “
mSIkYAρ

Qp1´ εqρs
(7)

W “
mSIkXA
Qp1´ εq

(8)

ZW “
ZY˚
WXo

ln
"

Xoexp rWQpt´ tCERq{mSIs ´ Xk
Xo ´ Xk

*

(9)

tCER “
mSIpXo ´ Xkq

Y ˚ ZQ
(10)

mSI “ XoF (11)

Process parameters required to apply the BIC model are the bed porosity (ε), mass (F) and density
(ρs) of feed raw material, CO2 density (ρ) and mass flow rate (Q). Additionally, the solubility of the
extract in the supercritical solvent (Y*) and the global extraction yield (Xo) have to be determined to
apply the BIC model.

Parameters which are optimized according to the experimental kinetics are the intra-particle
solute ratio (Xk) and the fluid phase and solid phase mass transfer coefficients (kYA and kXA). The ready
accessible solute (Xp) is calculated as the difference (Xo ´ Xk).

3. Results

3.1. Small-Scale Extractions

The experimental conditions and yields obtained in the small-scale assays are given in Table 1.
The extraction yield was calculated as the ratio between the mass extracted (m) and the mass of
Mortiño used (F). As expected, the extraction yield increase with increasing pressure. With respect
to temperature, the experimental results obtained follow the cross-over behavior observed for the
solubility of solutes in supercritical CO2: at low pressure (10 MPa) the yield decreased with the rise of
temperature, but at higher pressure (30 MPa) the yield increased with increasing temperature.

Table 1. SFE of Vaccinium meridionale Swartz (Mortiño). Extraction cell capacity = 273 cm3 (0.160 kg of
Mortiño); CO2 flow = 18 g¨ min´1; Extraction time = 180 min.

Experiment T (K) P (MPa) Yield (%)

1 313 10 1.03
2 343 10 0.08
3 313 30 2.67 *
4 343 30 3.16

* Standard Deviation “

b

ř

px1 ´ x2q
2

2 ; x1 and x2 are values of duplicate experiments (Experiment 3 was the
only experiment that was carried out in duplicate).



Materials 2016, 9, 519 6 of 10

Extraction yields of Vaccinium meridionale Swartz (Mortiño) were lower than 3.2% in the range of
conditions explored. The supercritical CO2 extraction of Vaccinium myrtillus (Blueberry) residues was
recently reported by Paes et al. [17]. Although species are different, for the sake of comparison, the
yields were around 2% from the fresh sample at 313 K and at pressures of 15–25 MPa. Higher yields
were obtained (up to 7.6%) from freeze-dried samples but using water and ethanol as CO2 cosolvents.

The kinetics of the overall extraction curve obtained in the small-scale cell at 313 K and 30 MPa
is shown in Figure 1. The CO2 mass flow was 32 g¨min´1 during 180 min of extraction, with a
solvent-to-raw material ratio of 36 kg¨kg´1. The experiment was carried out in duplicate; the mean
values and standard deviations obtained in the accumulated yield are given in Table 2.
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Figure 1. Kinetic behavior of Mortiño SFE at 313 K and 30 MPa in the small-scale extraction cell (273
cm3) and with CO2 mass flow QSS = 32 g¨ min´1. ( ) experimental data. Solid lines represent the BIC
model fitting: (¨ ¨ ¨ ¨ ¨ ¨ ) CER period; (- - -) FER period; (- ¨ - ¨ ) DC period.

Table 2. Experimental yield (%) obtained in the kinetic study of SFE of Vaccinium meridionale Swartz
(Mortiño) at 313 K and 30 MPa in the low-scale extraction cell (273 cm3). CO2 flow = 32 g¨ min´1.

Time (min)
Yield (%) Standard

Deviation (SD) *Kinetic 1 Kinetic 2 Mean Value

10 1.24 1.44 1.34 0.14
20 2.53 2.82 2.67 0.21
40 2.92 3.08 3.00 0.11
60 3.02 3.16 3.09 0.09
90 3.07 3.20 3.14 0.09

120 3.11 3.23 3.17 0.09
180 3.16 3.27 3.22 0.08

* SD “

b

ř

px1 ´ x2q
2

2 being x1 and x2 the corresponding values of duplicate experiments.

3.2. BIC Model Fitting of Small-Scale Experimental Kinetics

The BIC model was used to correlate the kinetic data obtained in the small-scale extraction cell.
The Mortiño density (ρs) was 1441.6 kg¨m´3, and the bed porosity was determined on the basis of the
corresponding apparent density (592.6 kg¨m´3) and resulted in ε = 0.5890. The CO2 density at 30 MPa
and 313 K was obtained from thermodynamic tables (ρ = 910 kg¨m´3) [25]. The solubility of the whole
extract was estimated as the slope of a theoretical linear behavior of the extraction curve between t = 0
and t = 10 min (see data in Table 2) and resulted in Y* = 0.006685 kg¨kg´1 (apparent solubility). The
global yield was assessed on the basis of the maximum yield attained (theoretically for tÑ8) as 3%
above the total amount extracted (Xo = 0.03315 kg¨kg´1).
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Then, the intra-particle solute ratio (Xk) and the mass transfer coefficients in the fluid and solid
phases (kYA and kXA) were adjusted to reproduce the experimental small-scale kinetic curve. The
values obtained are Xk = 0.0018 kg¨ kg´1, kYA = 0.00490 s´1 and kXA = 0.00016 s´1. Table 3 reports the
absolute relative deviation (ARD) between the experimental and calculated accumulated yields (the
mean ARD was 2.10%).

Table 3. BIC model fitting of Mortiño SFE experimental kinetics at 30 MPa and 313 K in a small-scale
extraction cell (273 cm3).

T (min) Experimental Yield Yexp (%) Calculated Yield Ycal (%) ARD *

10 1.34 1.30 2.73
20 2.67 2.48 7.39
40 3.00 3.02 0.57
60 3.09 3.14 1.65
90 3.14 3.17 1.01
120 3.17 3.17 0.02
180 3.22 3.18 1.35

* Absolute Relative Deviation = 100 ˆ
|Yexp ´ Ycal|

Yexp .

The optimal intra-particle solute ratio (Xk) was around 10 times lower than Xp, denoting that
most of the solute is readily accessible and, thus, during the CER period (tCER = 5.7 min) more than
23% of the extractable solute was recovered from Mortiño raw material. Moreover, after around
30 min (tFER = 28.2 min) 94.5% of the extractable material was recovered. Accordingly, the optimal
mass transfer coefficient in the fluid phase was 23 times higher than the mass transfer coefficient in the
solid phase.

3.3. BIC Model Prediction of Large-Scale Mortiño SFE and Comparison with Experimental
Large-Scale Extraction

The optimized parameters obtained in the BIC model fitting of the small-scale experimental
Mortiño kinetics (273 cm3 extraction cell, 32 g¨min´1 CO2) were applied to predict the kinetic behavior
in the large-scale cell (1350 cm3). The CO2 density, solid density, apparent solubility and global
extraction yield were kept constant. The mass of the raw material (FLS) was calculated to be 0.800 kg
according to the volume of the large-scale cell and to maintain the bed porosity constant (ε = 0.5890).
The CO2 mass flow rate (QLS) was calculated using the constant CO2 residence time scaling-up criteria
(Equation (1)). The QLS value that resulted was 158.2 g¨min´1. Table 4 and Figure 2 show a comparison
between the two large-scale kinetics predicted by the BIC model. Certainly, the constant CO2 residence
time criterion (tR = 4.58 min) produced the best results of the small-scale kinetic. The predicted tCER
and tFER were very similar to the values corresponding to the small-scale extraction (see Table 4).
Finally, as depicted in Figure 2, the experimental kinetic data obtained from the large-scale extraction
also confirmed that maintaining a constant CO2 residence time is a valid procedure to scaling-up
Mortiño SFE.

Table 4. BIC model prediction of Mortiño SFE kinetics at 30 MPa and 313 K in a large-scale extraction
cell (1350 cm3).

Parameter Small Scale (273 cm3)
Large Scale (1350 cm3)

Constant v Constant tR

F (g) 160 800 800
D (cm) 4.3 6.7 6.7
L (cm) 18.8 38.3 38.3

Q (g/min) 32 77.6 158.2
v (cm/min) 2.42 2.42 4.93
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Table 4. Cont.

Parameter Small Scale (273 cm3)
Large Scale (1350 cm3)

Constant v Constant tR

D/L 0.229 0.175 0.175
F/Q (min) 5.00 10.30 5.06

CO2/F (g/g) t = 20 min 4.00 1.94 3.96
tR (min) 4.58 9.32 4.58

tCER (min) 5.70 5.63 5.63
tFER (min) 28.2 52.9 28.4

Materials 2016, 9, 519 8 of 10 

 

Table 4. BIC model prediction of Mortiño SFE kinetics at 30 MPa and 313 K in a large-scale extraction 
cell (1350 cm3). 

Parameter Small Scale (273 cm3) 
Large Scale (1350 cm3) 

Constant v Constant tR

F (g) 160 800 800 
D (cm) 4.3 6.7 6.7 
L (cm) 18.8 38.3 38.3 

Q (g/min) 32 77.6 158.2 
v (cm/min) 2.42 2.42 4.93 

D/L 0.229 0.175 0.175 
F/Q (min) 5.00 10.30 5.06 

CO2/F (g/g) t = 20 min 4.00 1.94 3.96 
tR (min) 4.58 9.32 4.58 

tCER (min) 5.70 5.63 5.63 
tFER (min) 28.2 52.9 28.4 

 
Figure 2. Scaling-up of Mortiño SFE at 40 °C and 30 MPa. Full symbols represent experimental data: 
(●) small-scale cell with QSS = 32 g·min−1; () large-scale cell with QLS = 158.0 g·min−1 (Equation (2)). 
Lines represent the different BIC model periods: (- · - ·) QLS = 77.6 g·min−1 and (- - -) QLS = 158.2 
g·min−1. 

Duba and Fiori [26] recently discussed the effect of process parameters on the extraction 
kinetics of grape seed oil. Regarding the effect of the D/L ratio, they concluded that while keeping 
the ratio of the substrate mass to the CO2 mass flow rate constant, the lower the D/L and the lower 
the specific CO2 consumption. In this work, the D/L was 0.229 and 0.175, respectively, for the small- 
and large-scale extraction cells. The corresponding substrate mass to CO2 mass flow rate (F/Q) are 
given in Table 4, together with the specific CO2 consumption after 20 min of extraction. The constant 
F/Q (constant tR criteria) denotes almost the same specific CO2 consumption to attain the same 
kinetic behavior, with rather similar D/L values. 

4. Conclusions 

The supercritical CO2 extraction of Vaccinium meridionale Swartz was studied to investigate the 
kinetic behavior, the effect of pressure and temperature on extraction yield and the potential 
scaling-up criteria. 

A high extraction velocity was observed at 30 MPa and 313 K: around 95% of the extractable 
material was recovered in 30 min of extraction. Moreover, a significant effect of pressure and 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Yi
el

d 
(%

)

time (min)

Figure 2. Scaling-up of Mortiño SFE at 40 ˝C and 30 MPa. Full symbols represent experimental
data: ( ) small-scale cell with QSS = 32 g¨ min´1; (N) large-scale cell with QLS = 158.0 g¨ min´1

(Equation (2)). Lines represent the different BIC model periods: (- ¨ - ¨) QLS = 77.6 g¨ min´1 and
(- - -) QLS = 158.2 g¨ min´1.

Duba and Fiori [26] recently discussed the effect of process parameters on the extraction kinetics of
grape seed oil. Regarding the effect of the D/L ratio, they concluded that while keeping the ratio of the
substrate mass to the CO2 mass flow rate constant, the lower the D/L and the lower the specific CO2

consumption. In this work, the D/L was 0.229 and 0.175, respectively, for the small- and large-scale
extraction cells. The corresponding substrate mass to CO2 mass flow rate (F/Q) are given in Table 4,
together with the specific CO2 consumption after 20 min of extraction. The constant F/Q (constant tR
criteria) denotes almost the same specific CO2 consumption to attain the same kinetic behavior, with
rather similar D/L values.

4. Conclusions

The supercritical CO2 extraction of Vaccinium meridionale Swartz was studied to investigate
the kinetic behavior, the effect of pressure and temperature on extraction yield and the potential
scaling-up criteria.

A high extraction velocity was observed at 30 MPa and 313 K: around 95% of the extractable
material was recovered in 30 min of extraction. Moreover, a significant effect of pressure and
temperature on the overall extraction yield was determined. In the range of conditions studied,
the cross-over behavior of the extraction yield with respect to pressure and temperature was observed.

An accurate representation of the overall extraction curve was obtained with the BIC model.
Furthermore, a satisfactory scaling from the small-scale kinetic curve to a five-times-larger extraction
vessel was obtained, maintaining constant CO2 residence time as the scaling-up criterion.
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The studies reported in this work provide preliminary and worthy fundamentals to develop
supercritical CO2 natural extracts from Colombian Vaccinium meridionale Swartz fruit.
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Abstract 26 

The extraction of marigold (Calendula officinalis) oleoresin with supercritical carbon 27 

dioxide SCCO2 was carried out in a small scale extraction vessel (2.7×10-4 m3) studying 28 

different extraction pressures (14, 24 and 34 MPa) and different flow rates (15, 30 and 45 29 

g·min-1) at 313 K. Then, using semi-empirical engineering scaling criterions (constant 30 

solvent lineal velocity or constant solvent residence time) and the Broken and Intact Cell 31 

(BIC) model, the scaling up to larger extraction vessels (1.35×10-3 m3 and 5.16×10-3 m3) 32 

was theoretically investigated. 33 

According to the BIC model, by keeping constant the CO2 residence time in the different 34 

size vessels a good reproduction of the kinetic behavior should be obtained. Nevertheless, 35 

experimental results did not confirm model predictions, and in fact none of the scaling 36 

criteria studied resulted adequate in the marigold supercritical extraction scaling up. Thus, 37 

using all the experimental overall extraction curves obtained, a new specific correlation was 38 

developed between the Schmidt number (Sc), CO2 mass flow, bed geometry and the 39 

supercritical mass transfer coefficients kYA with a good fit (R2 = 0.9767) for scaling up the 40 

supercritical extraction of marigold.   41 

   42 
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1. Introduction 55 

Marigold (Calendula officinalis) is an herbaceous ornamental plant native from the south of 56 

Europe. Due to its biological active compounds and its medicinal value it is cultivated all 57 

around the world on commercial scale [1,2]. C. officinalis flower is widely used in 58 

traditional and folk medicine and its extracts possess main biological activities such as 59 

anti-inflammatory, antitumorgenic, antiviral and cicatrizing properties [3–7]. Thus, the 60 

production of marigold extracts rich in bioactive compounds has great interest for different 61 

industries, including cosmetic, pharmacy and the food industry. 62 

Under the concept of green processing, and considering the lipophilic character of most 63 

marigold bioactive compounds, supercritical fluid extraction (SFE) using carbon dioxide 64 

(CO2) is one of the most efficient and promising alternatives to produce marigold extracts. 65 

SFE technology can be awarded as a superior extraction technique for biomolecules 66 

because it is organic solvent free, adequate for thermo-sensitive species, avoid oxidation 67 

damage, and can be applied from analytical scale (grams) to large industrial scale (tons) 68 

[8,9].  69 

Regarding marigold SFE, there are many published works providing data about extraction 70 

yield, so as chemical and/or biological characterization of the extracts, obtained at different 71 

process conditions, from analytical to pilot scale. In this sense, Garcia-Risco et al. [10] 72 

studied the SFE of marigold flower on pilot scale with bed extraction volumes of 2×10-3 m3 73 

and extraction conditions of 14 MPa and  313 K, with CO2 flow rates of 1.2×10-3 kg·s-1 and 74 

a total extraction time of 180 min. They reported a global extraction yield of around 3 % as 75 

well as good biological activities of the extracts, suggesting they might be used as a source of 76 

potential antiproliferative agents. Under  the same experimental conditions Martin et al. [11] 77 

made the characterization of the extracts and observed a high bioaccesibility and an 78 



 

improved antioxidant activity after in vitro digestion in the terpene fraction. On the other 79 

hand, Hamburger et al. [12] described a method for triterpenoid esters purification from C. 80 

officinalis flowers using a combination of SFE and chromatography. The SFE was carried 81 

out on a pilot scale with bed extraction volumes of 7.0 ×10-3 m3, at 50 MPa, and 323 K, with 82 

CO2 flow rates of 9.7×10-3 kg·s-1 and a total extraction time of 180 min. At the end of the 83 

process, a global yield of 5 % and an extract that contained 85 % faradiol of the total ester 84 

fraction were attained. One work from Baunmann et al. [13] reported the SFE of marigold 85 

from a small scale (bed extraction volumes of 9×10-6 m3, with temperature and pressures of 86 

323 K and 30, 50 and 68.9 MPa, respectively, with extraction times of 90 – 180 min).The 87 

global yields ranged from 5.5 % to 8.3 %, depending on the extraction pressure. The authors 88 

also studied the effect of scaling up to a pilot plant scale with bed extraction volumes of 7.0 89 

×10-3 m3, concluding that a qualitative and quantitative improvement can be obtained by 90 

increasing the pressure and by adding a small amount of an extraction modifier, i.e. 0.5 % 91 

(v/v) of ethanol; nevertheless, the extraction yield decreased when the scale up was made. An 92 

analytical extraction of C. officinalis oleoresin (bed extraction = 1×10-5 m3, P = 30, 35 and 40 93 

MPa, T = 303, 408, 333, 348 K, extraction time = 240 min, average particle size = 190 – 220 94 

m) was described by Palumpitag et al. [14]. The authors recovered 87 % of lutein fatty acid 95 

esters using palm oil as modifier (10 vol.%) and obtained up to 157 mg of free lutein/g 96 

oleoresin after saponification. In the same way, Danielski et al. [4] carried out the SFE of an 97 

oleoresin from marigold flowers coming from Brazil at laboratory scale with global yields 98 

obtained in the range of 2.1 – 3.54 %, authors found that extraction yield were affected by the 99 

origin of the plant and the extraction conditions. Finally, Baratto and Riva [15] described in 100 

their patent application a process to obtain a supercritical CO2 extract from European origin 101 

C. officinalis flowers and its application in cosmetic and pharmaceutical products. The 102 

inventors worked on industrial scale with 170 kg of dried marigold with 5 % of moisture 103 

content and an average particle size between 2 and 5 mm, a pressure range between 60 and 70 104 



 

MPa, and temperatures comprised between 333 and 343 K, with a total extraction time of 230 105 

min, reporting a global extraction yield of 3 % (w/w). 106 

Although SFE has been an important field of research within last decades, and a lot of 107 

information about extracting bioactive compounds from natural resources has been published 108 

[16,17], there is a need of more scientific studies about the influence of process variables on 109 

the extraction kinetics, the modeling of extraction curves and, particularly, the progression of 110 

scaling up strategies.  111 

The SFE of solid materials is a semi-continuous process in which extraction time plays a 112 

central role. The mass extracted varies with time and the plot of the extraction yield vs. time 113 

is usually denoted as Overall Extraction Curve (OEC). Nevertheless, not only extraction 114 

yield, but also composition, physicochemical and biological properties of the extract vary 115 

along extraction time [18,19]. 116 

Regarding the OEC modeling, it can be pointed out that a number of kinetic models can be 117 

found at present in specialized scientific literature, including semi-empirical, simplified and 118 

comprehensive phenomenological models [16,20]. In this respect, Campos et al. [21] applied 119 

several models to represent the kinetic behavior of the extraction of marigold oleoresin with 120 

liquid and supercritical CO2. These models include the Sovová model [22], the logistic model 121 

presented by Martínez et al. [23], the desorption model proposed by Tan and Liou [24], the 122 

simple single plate model of Gaspar et al. [25] and the diffusion model proposed by Crank 123 

and presented by Reverchon [17]. Campos et al. [21] applied all these models to represent 124 

experimental OECs, at pressures ranging from 12 to 20 MPa and temperatures from 293 to 125 



 

313 K, and concluded that all models fitted reasonably well the marigold SFE experimental 126 

data. 127 

On the other hand, more limited works are available in the literature regarding SFE scaling 128 

up studies and only a few of them described the five empirical criteria most used for scaling 129 

up processes which comprise keeping constant the following quantities: (i) ratio between the 130 

masses of spent CO2 and biomass, (ii) ratio between CO2 flow rate and biomass weight, (iii) a 131 

combination of both criteria (iv) a combination of both criteria plus the dimensionless 132 

Reynolds number and (v) bed geometrical relationships (height/diameter) [26]. Maintaining 133 

the same solvent linear velocity or the same solvent residence time in extraction vessels of 134 

different size, are criterions frequently investigated [27–30]. Bed geometry is considered an 135 

important factor in industrial extraction processes and the ratio between bed height (L) and 136 

bed diameter (D) has been used to validate some scale up process. For example, Carvalho et 137 

al. [31] and Zabot et al. [19, 22] applied the solvent to feed mass ratio criterion (Q/F) 138 

combined with the bed geometrical ratio (L/D), to compare the kinetic behavior in the SFE of 139 

rosemary (Rosmarinus officinalis) and clove buds (Eugenia caryophyllus), respectively, and 140 

found good results for maintaining the same (Q/F) criterion. On the other hand, Prado et al. 141 

[32] described the SFE scale up process from laboratory to pilot scale of grape seeds based on 142 

L/D ratio and found a good reproducibility of the extraction curves. Recently, Paula et al. 143 

[33] evaluated, at laboratory scale, the effect of bed geometry ratio combined with the 144 

empirical criterions of constant residence time and constant CO2 velocity in the scaling up 145 

SFE process for Baccharis dracunculifolia and found that the second one was a suitable scale 146 

up criterion. And in the same year, Fernández-Ponce et al. [34] considered to keep constant 147 



 

(
𝑄×𝐷

𝐹
) and found a suitable OEC kinetic reproduction from small scale to pilot scale 148 

supercritical extraction of Mangifera indica leaves. In general, there is not a single criterion 149 

for SFE scaling up that can be effectively applied to all systems. For example, keeping the 150 

same residence time of the solvent inside the packed bed was successfully applied for the 151 

SFE of E. caryophyllus but did not result adequate for the SFE of vetiver roots [28], showing 152 

that scale up data in SFE has a big variation and sometimes there is no an easy way to find a 153 

generalized conclusion between them. More studies are required to get more information 154 

about the applicability of SFE scale up criteria with different types of raw materials and 155 

taking account that mass transfer behavior could be affected by the origin, species and even 156 

the parts of the plant involved in the SFE process [35,36]. In this respect, as cited above, a 157 

few papers have been published regarding the SFE of marigold from laboratory to pilot or 158 

industrial scale but none of them describe or involve a scaling up process or criteria. In this 159 

work, the supercritical CO2 extraction of marigold flowers was studied using three different 160 

volumes of extraction vessels. The modeling of the extraction curves and the correlation of 161 

parameters obtained were investigated in order to put forward a scaling up strategy.  162 

 163 

 164 

2. Materials and Methods  165 

2.1 Fundamentals 166 

2.1.1 The Broken and Intact Cells model  167 

One of the kinetic models most used to represent the OEC of SFE processes is the Broken and 168 

Intact Cells (BIC) model developed by Sovová [22]. In the BIC model the solid phase is 169 



 

considered to be comprised by broken and intact cells and thus the total extractable material 170 

is distributed as easily accessible solute, which is available on the surface of the broken cells, 171 

and difficultly accessible solute which is confined in the intact part of the cells. Furthermore, 172 

in the BIC model it is assumed that temperature and pressure are constant during the whole 173 

extraction time, particle size and solute distribution are uniform in the packed bed, the void 174 

fraction is constant during the extraction, and axial dispersion can be neglected (plug flow is 175 

supposed). Then, three different extraction periods are distinguished: 176 

1. The constant extraction rate (CER) period, in which the extraction rate is constant and 177 

determined by the convective solvent film resistance. 178 

2. The falling extraction rate (FER) period, in which the intra-particle diffusion starts to 179 

become important and thus, the extraction rate drops rapidly. At the end of this period, 180 

all the readily accessible solute has been removed from the vegetal matrix. 181 

3. The diffusion controlled (DC) period, in which mass transfer is mainly dominated by 182 

diffusion film resistance inside the solid vegetal particles. 183 

The BIC model equations to calculate the cumulative mass of extract (m) as a function of 184 

time (t) in the different periods are the following [22]: 185 

CER period:      tZYQm  )exp(1*                                                (1) 186 

FER period:      )exp(* ZZttYQm wCER                                         (2) 187 

DC period:   
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𝑡𝐹𝐸𝑅 = 𝑡𝐶𝐸𝑅 +
𝑚𝑆𝐼

𝑄𝑊
𝑙𝑛 [

𝑋𝑘+𝑋𝑝exp (𝑊𝑋𝑜/𝑌∗)

𝑋𝑜
]                                                (9) 195 

The mass ratio of the extracted material at the bed outlet (𝑌𝐶𝐸𝑅) in CER period is given by: 196 

𝑌𝐶𝐸𝑅 =
𝑚(𝑡=𝑡𝐶𝐸𝑅)

𝑄𝑡𝐶𝐸𝑅
                                                                       (10) 197 

Consequently, the extraction rate at CER period is: 198 

𝑀𝐶𝐸𝑅 = 𝑌𝐶𝐸𝑅𝑄                                                                        (11) 199 

Process parameters required to apply BIC model are the bed porosity (), mass (F) and 200 

density (s) of the raw material, CO2 density () and mass flow rate (Q). Additionally, the 201 

solubility of the extract in the supercritical solvent (Y*) and the global extraction yield (Xo) 202 

have to be determined to apply the BIC model. Parameters which are optimized according to 203 

the experimental kinetic data are the intra-particle solute ratio (Xk) and the fluid phase and 204 

solid phase volumetric mass transfer coefficients, kYA = kf  ao and kXA = ks  ao. kf and ks are, 205 

respectively, the fluid and solid mass transfer coefficients and ao is the particles surface area 206 

(ao= 6(1-)dp
-1). The ready accessible solute (Xp) is calculated as the difference (Xo - Xk). 207 

2.1.2 Scaling up criterions 208 

Despite extraction temperature and pressure are crucial to establish the thermodynamic 209 

boundaries of the extraction process, affecting fundamentally the supercritical solvent 210 



 

density and the solubility and diffusivity of the solutes, the CO2 flow (i.e. the solvent velocity 211 

through the extraction cell) is a determining factor regarding mass transfer. Of course, mass 212 

transfer is also greatly influenced by bed geometry and packing, since these variables 213 

determine the mass ratio of extracted material to spent CO2 at bed outlet. 214 

The objective of scaling up the SFE of solid materials is to reproduce the OEC in extraction 215 

vessels of different shape and/or capacity. In general, extraction vessels are cylindrical and 216 

thus length (L) and internal diameter (D) of the cylinder are the variables which characterize 217 

bed geometry. Yet, thermodynamic process variables, temperature and pressure, are 218 

maintained the same in the different volumes vessels. Furthermore, particle size, bed density 219 

and porosity, are intended to be preserved in SFE process scaling up. Thus, the key request is 220 

to determine the CO2 flow rate necessary to attain the same OEC in the different scale 221 

systems. 222 

Among different approaches, two engineering rules of thumb are often applied in SFE 223 

processes to estimate the relation between the CO2 mass flow rate (Q) and the bed geometry 224 

[29,37,38]. One of these criteria is keeping the same solvent velocity (𝑣) in the different scale 225 

vessels 1 and 2: 226 

𝑄1

𝑄2
= (

𝐷1

𝐷2
)

2
                                                          (12) 227 

Equation (12) was obtained considering that the same temperature and pressure (same CO2 228 

density) are preserved in the different scale experiments 1 and 2, and that the cross-flow area 229 

of each cylindrical extraction vessel is given by 42DA  .  230 



 

The second scaling up criteria usually used is keeping the solvent residence time (𝑡𝑅) 231 

constant, which is calculated as the ratio between the mass of CO2 fit in the extraction vessel  232 

(𝜋D2𝐿𝜀𝜌/4) and the CO2 flow mass rate (Q): 233 

𝑡𝑅 =
π𝐷2𝐿𝜀𝜌

4𝑄
                                                               (13) 234 

Considering, as in previous case, that the same temperature and pressure are preserved in the 235 

different scale experiments, the residence time criterion requires that: 236 

𝑄1

𝑄2
= (

𝐷1

𝐷2
)

2

(
𝐿1

𝐿2
)                                                     (14) 237 

 238 

2.2 Plant material  239 

Dried marigold (Calendula officinalis) flowers with a moisture content of 11.8 % were 240 

obtained from Murciana Herboristería (Murcia, Spain). According to supplier, the origin of 241 

marigold plant was Egypt. Flowers were ground in a grind Premil 250 (Lleal S.A., Barcelona, 242 

Spain) to particles sizes in the range from 175 to 1340 m, with a mean particle size of 541 243 

m, measured by light scattering with a laser diffraction system Mastersizer 3000 (Malvern 244 

Instruments Ltd., Malvern, UK), equipped with the Aero S dispersion unit at 0.5 bar of 245 

dispersion pressure. The plant material density (s) was determined using a helium 246 

pycnometer Ultrapyc 1200e (Quantachrome, Florida, USA) and resulted to be 1409 kg·m-3. 247 

Samples were packed and stored at room temperature until utilization. 248 

2.3 Chemical 249 

Ethanol absolute (99.5 % of purity) was purchased from Panreac (Barcelona, Spain). CO2 250 

was supplied by Carburos Metalicos, S.A. (Madrid, Spain) with a purity of 99.9 %. 251 

2.4 Supercritical fluid extraction 252 

Calendula officinalis extractions were carried out using three cylindrical extractor vessels of 253 

different capacities which were integrated in two supercritical extraction plants. Each plant 254 



 

comprises a recirculation system where CO2 is condensed, pumped up to the desired 255 

extraction pressure and heated up to the desired extraction temperature.   256 

One pilot supercritical plant (Figure 1a) is from Thar Technology (model SF2000; 257 

Pittsburgh, Pensilvania, USA) with the possibility of being operated using two extraction 258 

vessels, namely vessel A (VA) of 2.7×10-4 m3 (small scale experiments) and vessel B (VB) of 259 

1.35×10-3 m3 (medium scale experiments). CO2 flow is measured using a flow meter from 260 

Siemens AIS (Model: Sitrans FC Mass 2100 DI 1.5, Nordborgvej, Denmark). The SFE 261 

device has a computerized PLC-based instrumentation, including a separator with control of 262 

temperature and pressure, where decompression up to recirculation pressure takes place. The 263 

pressure in the extraction cell is controlled (± 0.1 MPa) by an automated back pressure 264 

regulator (BPR) valve. Temperature is adjusted by electric heating and controlled by ± 2 K.  265 

The other semi-industrial scale supercritical plant is from Zean Consultores S.L. (Madrid, 266 

Spain) with an extraction vessel namely C (VC) of 5.19×10-3 m3 of capacity (large scale 267 

experiments). The equipment comprises a LEWA LDE1 pump (LEWA GmbH, Leonberg, 268 

Germany) with a maximum CO2 flow rate of 146.93 kg·h-1. The pressure in the extraction 269 

vessel is controlled by an automated BPR valve (RCV 2945) from Badger Meter Inc. (Tulsa, 270 

USA). The cyclonic separator has a capacity of 1.57×10-3 m3 with temperature and pressure 271 

control from Link Industrial S.L. (Rubi, Spain). The cooling system connects the CO2 pump 272 

and the CO2 recirculation system with two chillers Huber UC100T Advanced from Peter 273 

Huber Kältemaschinenbau GmbH (Offenbur, Germany). A heating bath Huber Hotbox 274 

HB120 from Peter Huber Kältemaschinenbau GmbH (Offenbur, Germany) is connected 275 

on-line with the Heat Exchanger unit. The plant also comprises a demister unit with 1.5×10-2 276 

m3 of capacity from Proycon Pirineo S.L. (Huesca, Spain) designed to separate liquid or solid 277 

particles from the outgoing stream before driving CO2 to the storage tank and on-line 278 

connected with an activated carbon filter with a capacity of 5×10-2 m3. The semi-industrial 279 



 

supercritical device has a PLC-based instrumentation and control from Invensys S.L. 280 

(Madrid, Spain). A scheme of Zean supercritical plant is given in Figure 1b. 281 

2.4.1 Small scale experiments 282 

Kinetic behavior was studied in a small scale vessel (VA), packed with 0.090 kg of grinded 283 

marigold flowers. OECs were obtained at 313 K and pressures of 14, 24 and 34 MPa, with a 284 

CO2 flow of 5.0×10-4 kg·s-1. Furthermore, additional OECs were obtained at constant 285 

pressure (14 MPa) and temperature (313 K) and CO2 flows of 2.5×10-4, 5.0×10-4 and 7.5×10-4 286 

kg·s-1, respectively. Extraction conditions of all OECs which were carried out in VA are 287 

summarized in Table 1. 288 

The first sample was collected after 15 min of extraction, second data point at 30 min, and the 289 

rest of the data were collected at intervals of 60 min until 180 min and the last one was 290 

collected at 270 min of total extraction time. Additionally, at 14 MPa, 313 K and 5.0×10-4 291 

kg·s-1 CO2 samples were collected in the separator until the vegetal material was completely 292 

extracted (750 min).  293 

In all experimental assays the supercritical stream was decompressed at 5.4 MPa (i.e. the 294 

recirculation system pressure) in the separator. The different samples were collected with 295 

ethanol which was eliminated at low temperature (313 K) in a rotavapor R210 (Büchi 296 

Labortechnik AG, Flawil, Switzerland). 297 

2.4.2 Medium scale experiments 298 

VB was used with 0.445 kg of ground marigold flowers, see Table 2. Extraction pressure and 299 

temperature were 14 MPa and 313 K, and the CO2 flow rate was set to 6.0×10-4 kg·s-1 or 300 

12.3×10-4 kg·s-1 according to the results of the scaling criterion adopted (Eq. 12 or Eq. 14, 301 



 

respectively). Samples at 15, 30, 60, 120, 180 and 270 min of extraction were collected in the 302 

separator with ethanol, and the solvent was eliminated at 313 K in the rotavapor. 303 

2.4.3 Large scale experiments 304 

Large scale experiments were carried out in extraction vessel VC with 1.708 kg of marigold 305 

flowers as can be observed in Table 2. The extraction pressure and temperature were 306 

identical to those used for scaling studies (14 MPa and 313 K) in vessels A and B. The CO2 307 

flow rate was set to 21.2×10-4 kg·s-1 according to the constant linear velocity criterion (Eq. 308 

12) or to 46.8×10-4 kg·s-1 considering the constant residence time scaling criterion (Eq. 14). 309 

The extracts were collected from the separators at 60, 120, 180 and 270 min of total 310 

extraction using ethanol which was evaporated after in a rotavapor. 311 

 312 

3. Results and Discussions 313 

3.1 Apparent density and porosity of the packed beds 314 

Table 2 shows the geometrical characteristics of the different extraction vessels, together 315 

with the mass of marigold used in each one. The mass of grinded marigold flowers (solid 316 

density s = 1409 kg·m-3) loaded in each extraction vessel was calculated in order to preserve 317 

the same apparent density (app = 333 kg·m-3) and porosity ( = 0.763) in the three packed 318 

beds. The vessel loading was carried out using the same protocol, and the calculated amount 319 

of vegetal material satisfactory filled the corresponding extraction vessel.  320 

3.2 Small scale OECs  321 

The overall yields are reported in Table 1 and correspond to 313 K and 270 min of extraction 322 

time. The shape of the OECs obtained at different pressures and solvent flow rates are shown 323 

in Figure 2. Extraction yield was calculated as the ratio between the mass extracted (m) and 324 

the mass of grinded calendula flowers feed into the extraction vessel (F).  325 



 

As expected, extraction yield increases with increasing pressure at constant temperature (T = 326 

313 K) and constant CO2 flow rate (Q = 5.0×10-4 kg·s-1). This behavior is due the increase of 327 

the supercritical solvent density, which enlarges the solubility of the solutes and thus 328 

enhances the extraction rate. However, slight increase of global yield was observed when 329 

pressure raised from 24 to 34 MPa (from 6.11 % to 6.28 %). Additionally, the effect of CO2 330 

flow rate on the global yield was important when Q increased from 2.5×10-4 to 7.5×10-4 kg·s-1 331 

at 14 MPa (extraction yields were 4.56 and 6.11 %, respectively).  332 

In general, the extractions yields of Calendula officinalis attained in this work were 333 

considerably higher than those obtained by Campos et al. [11], which were lower than 2.5 % 334 

for marigold flowers from Brazil at 313 K and pressures in the range 12-20 MPa and large 335 

extraction times (higher than 270 min). One reason could be the different origin of marigold 336 

plant, but also the lower Q/F ratios used by Campos et al. (0.46-0.70×10-3 s-1) in comparison 337 

with those used in this work (2.78-8.33×10-3 s-1).  338 

3.3 Solubility determination 339 

Solubility data is essential information for understanding the supercritical extraction process. 340 

Accordingly, the solubility of the solute in supercritical CO2 (Y*) is usually a parameter in 341 

SFE kinetic models, as is the case for the BIC model. 342 

The thermodynamic concept of solubility refers to the amount of a pure compound which can 343 

be dissolved in supercritical CO2 at a given temperature and pressure. There are many 344 

methods proposed [39] for the experimental determination of the solute solubility (static, 345 

dynamic and chromatographic methods) and also theoretical approaches have been proposed 346 

for solubility prediction, minimizing experimental efforts and costs [40]. When the solute is a 347 

multicomponent mixture such in the case of vegetal extracts, the concept of apparent 348 

solubility is utilized which is usually determined considering the kinetic data of the initial 349 

period of the OEC. In this period, the accessibility of the extractable material results in a 350 

constant extraction rate period and hence, the slope of the linear behavior (extracted mass vs. 351 



 

mass of CO2) is used to calculate the apparent solubility of the vegetal oleoresin at the 352 

temperature and pressure extraction conditions [29,42–45].  353 

In this work the solubility of marigold extracts in supercritical CO2 was determined at 313 K 354 

and 14 MPa using the first stages of the OECs obtained with the different solvent flow rates. 355 

Figure 3 shows these data plotted as mass of marigold oleoresin extracted vs. mass of spent 356 

CO2. As can be observed in the figure, the data fit a good linear behavior (R2 = 0.9086) for a 357 

CO2 mass load lower than 0.8 kg. This means that in the first stage of the OECs obtained for 358 

the supercritical solvent was saturated with the marigold extractable material and thus, the 359 

slope of this linear trend is given in Figure 3 can be considered a reasonably estimation of 360 

marigold solubility. Then, Y* was calculated to be 0.0032 kg of marigold extract per kg of 361 

CO2 at 313 K and 14 MPa. This value is reasonably in accordance with the value reported by 362 

Danielski [46] at 313 K and 20 MPa (0.0028 kg/kg) which was used by Campos et al. due to 363 

the lack of solubility data [11].   364 

3.4 Total extractable material  365 

In order to apply BIC model, the total amount of extractable material (Xo) at a given 366 

extraction temperature and pressure, has to be determined. Then, a kinetic experiment was 367 

carried out at 313 K and 14 MPa extending extraction time until the vegetal material loaded 368 

in the extraction vessel was exhausted. Figure 2 shows the OEC obtained in vessel A with a 369 

CO2 flow rate of 5.0×10-4 kg·s-1. After 750 min of extraction, the amount of material 370 

recovered in the separator was lower than 0.1 % of the total material extracted. In view of 371 

that, the value of Xo was estimated to be 0.1 % higher than the total yield obtained after 750 372 

min of extraction (Xo = 0.0745 kg/kg). 373 

3.5 BIC model fitting of small scale OECs 374 

BIC model was used to represent the experimental data obtained in the small scale VA 375 

extraction vessel (see Table 1 and Figure 2). Table 3 shows the optimal mass transfer 376 

coefficients (kYA and kXA) for each of the five OECs. The intra-particle solute ratio (Xk) was 377 



 

optimized as a unique value for all the OECs. The resulted value (see Table 3) indicates that 378 

only around 40 % of the extractable material is easily accessible. Also is included in Table 3 379 

the average absolute relative deviation (AARD) of each OEC fitting (< 6.62 %). Figure 2 380 

shows with dashed lines the BIC model fitting achieved. 381 

For the sake of comparison, the values of the mass transfer coefficients obtained are 382 

compared with those reported by Campos et al. [21] for the BIC modeling of marigold OEC 383 

at 313 K and 15 MPa, which were kYA = 0.08×10-2 s-1 and kXA = 0.001×10-3 s-1. The lower 384 

values obtained in the work of Campos et al. (2005) are in accordance with the lower yields 385 

obtained and can be explained by the lower apparent solubility and lower Q/F ratios used.  386 

At constant temperature (313 K) and CO2 flow rate (5.0×10-4 kgs-1) the kYA and kXA values 387 

increase with increasing pressure and accordingly, higher extraction rates (MCER) are 388 

obtained. At the three pressures investigated, the mass ratio of the extracted material at the 389 

bed outlet (YCER) is rather close to marigold oleoresin apparent solubility (i.e. the solvent is 390 

saturated with marigold extractable material), which was calculated as indicated in section 391 

3.3 at 14 MPa (Y* = 0.0032 kgkg-1). At pressures of 24 MPa and 34 MPa, the Y* values were 392 

considered fitting parameters and the optimal values (see Table 3) resulted very close to the 393 

slope of the corresponding OEC from t = 0 to t = 15 min, which were 0.0039 and 0.0050 394 

kgkg-1, respectively. 395 

Regarding the effect of solvent flow rate, as expected, the kYA values increase with increasing 396 

Q at constant pressure and temperature, and lower tCER values are obtained. While YCER is 397 

very close to the extract apparent solubility, as mentioned before, increased solvent flow 398 

rates resulted in higher extraction rates (MCER) and thus, the time in which ends the falling 399 

extraction rate period (tFER) is shorter. 400 

3.6 SFE scaling up study  401 

3.6.1 BIC model prediction for marigold SFE scaling up 402 



 

The BIC model was used to assess whether the solvent constant velocity (Eq. 12) or the 403 

solvent constant residence time (Eq. 14) were suitable criterions to calculate the CO2 flow 404 

rate (Q) required for scaling up from vessel A to vessels B and C (scaling factors VB/VA = 4.95 405 

and VC/VA = 19.04, respectively). The extraction conditions of the OEC target to be 406 

reproduced were 313 K, 14 MPa and 2.5×10-4 kg·s-1 (VA). Bed porosity was kept constant ( = 407 

0.763) for all BIC simulations. The Q values calculated from Eq. (12) and (14) are given in 408 

Table 4 for each scaling case (VB and VC). 409 

As can be observed in Table 4, tCER is the same for all predictions regardless of the criterion 410 

applied to calculate Q. Nevertheless, the ratios (MCER)B/(MCER)A and (MCER)C/(MCER)A are 411 

equal to the corresponding scaling factors only when Eq. (14) was used to calculate Q. That 412 

is, according to the BIC model, the criterion given by Eq. (14) is suitable for marigold SFE 413 

scaling up from small scale (VA) to both larger scales (VB and VC). Furthermore, it can be 414 

observed in Table 4 that the tFER values obtained in the OEC simulations are similar only in 415 

the case of preserving the same residence time in the different scale units. That is, using Eq. 416 

(14) to Q scaling up and according to BIC simulation, the easy accessible material is 417 

completely extracted in around 73 min regardless the vessel scale.  418 

The results of BIC simulation of the OECs at 313 K and 14 MPa in vessel B and vessel C with 419 

the different calculated Q values are depicted in Figures 5 (VB/VA = 4.95) and 6 (VC/VA = 420 

19.04), respectively. Grey lines in the figures correspond to BIC simulation when Q is 421 

calculated according to Eq. (12), while black lines correspond to the use of Eq. (14). As can 422 

be observed for both vessel scales, black lines are the ones that fit reasonably well the 423 

experimental small scale OEC. Furthermore, in both cases, BIC model predicts that the CO2 424 

flow rate calculated according Eq. (12) (constant solvent lineal velocity) provides a 425 

significant delayed extraction. 426 

3.6.2 Experimental marigold SFE scaling up 427 



 

The SFE of marigold was experimentally carried out in vessels VB and VC with the CO2 flow 428 

rates calculated according Eq. (12) or Eq. (14) and given in Table 4. The OECs obtained in 429 

each case are represented in Figure 4 (VB) and Figure 5 (VC), respectively. Despite BIC model 430 

predicts that Eq. (14) should be adequate for Q scaling up in both larger scale vessels, 431 

experimental data show important discrepancies.  432 

In the case of VB, similar OEC was obtained at the initial stages of the extraction when the 433 

solvent flow rate was the one provided by Eq. (14), but experimental results deviates from 434 

BIC model (and from the small scale experimental OEC) for increasing extraction time. 435 

Furthermore, the solvent flow rate obtained with Eq. (12) resulted in an OEC with significant 436 

lower yields, in comparison with BIC predictions and with the small scale experimental 437 

OEC.  438 

On the other hand, the opposite tendency is observed when scaling from VA to VC. The 439 

solvent flow rate calculated using Eq. (14) resulted in significant larger yields than those 440 

obtained in VA, while the OEC obtained using Eq. (12) is quite similar to the small scale 441 

experimental OEC. 442 

3.6.3 Correlation of experimental data for scaling up 443 

The theoretical fundamentals of the mass transfer correlations, which relate Sherwood (Sh) 444 

with Reynolds (Re) and Schmidt (Sc) dimensionless numbers [47], were used in order to 445 

assess a relation between the fluid phase mass transfer coefficients (kYA) and the solvent flow 446 

rate (Q) of all experimental OECs obtained in this work for marigold SFE. The Sc number 447 

was included to take into account the most important physicochemical parameters of the 448 

extraction which depend on temperature and pressure: 449 

𝑆𝑐 =  
𝜇𝐶𝑂2

𝜌𝐶𝑂2 𝐷𝑀−𝐶𝑂2
                                                                      450 

(15) 451 



 

𝜌𝐶𝑂2  and 𝜇𝐶𝑂2  are, respectively, the solvent density and viscosity, and 𝐷𝑀−𝐶𝑂2  is the 452 

diffusion coefficient of marigold oleoresin in supercritical CO2 which was calculated 453 

following the general correlation recently proposed by López-Padilla et al. [48].  454 

Figure 6 show the correlation obtained (R2 = 0.9767) which also include vessel geometrical 455 

dimensions (D and L). As can be observed in the figure, it satisfactory takes into account the 456 

variation of some process variables, such as pressure and solvent flow rate, at constant 457 

extraction temperature. Nevertheless, it has to be pointed out that other important variables, 458 

such as particle diameter (dp) and bed porosity (), were kept constant in all OECs used in the 459 

development of this correlation. The effect of dp and , and the potential extension of this 460 

type of correlation to other vegetal raw materials is in progress, in order to set a practical 461 

methodology for solid vegetal raw materials scaling up in the context of the different scale 462 

SFE units available in our pilot plant. 463 

 464 

4. Conclusions  465 

SFE curves of C. officinalis at different extraction pressure, temperature and CO2 mass flow 466 

were measured at small scale, and were adequately represented by the BIC model. The model 467 

was then used to assess the accuracy of scaling up criteria. According to BIC model the 468 

constant CO2 residence time criterion should provide good estimation of the CO2 mass flow 469 

for both scaling factors of 4.9 and 19. Nevertheless, experimental results do not agree with 470 

the theoretical prediction: while the constant CO2 residence time criterion looks quite 471 

satisfactorily for a scaling factor of 4.9, the constant CO2 velocity was the criterion suitable 472 

for a larger scaling factor of 19. 473 

The mass transfer coefficients in the supercritical fluid phase (kYA) of all extraction curves 474 

obtained in the different size cells and applying different extraction pressure, temperature 475 

and CO2 mass flow rate were satisfactorily correlated (R2 = 0.9767) in terms of the CO2 flow 476 

rate (Q), the extraction cell geometric parameters (diameter D and length L) and the 477 



 

dimensionless Schmidt number (Sc). This correlation should be tested in terms of parameters 478 

which were kept constant in this work, such as porosity and/or particle size. 479 
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Table 1. Total extraction yield (extraction time = 270 min) obtained in the SFE of Calendula 656 

officinalis at 313 K and different pressures and CO2 mass flow rates and extraction vessels 657 

with a bed porosity of  = 0.763. 658 

 659 

Run order Scale Q × 104 (kg·s-1) P (MPa) Yield (%) 

1 VA1 2.5 14 4.56 

2 VA2 5.0 14 5.61 

3 VA3 7.5 14 6.11 

4 VA4 5.0 24 6.28 

5 VA5 5.0 34 6.48 

6 VB1 6.0 14 3.08 

7 VB2 12.3 14 4.15 

8 VC1 15.5 14 4.77 

9 VC2 47.0 14 7.38 

Extraction vessels volume: VA1 to VA5 = 2.7×10-4 m3; VB1 and VB2 = 

1.3510-3 m3; VC1 and VC2 = 5.19×10-3 m3. 

 660 

  661 



 

Table 2. Geometrical characteristics of the cylindrical extraction vessels used in this work 662 

and mass of grinded marigold flowers loaded in each extraction vessel. 663 

 664 

 VA VB VC 

Internal diameter, D (m) 0.043 0.067 0.107 

Length, L (m) 0.188 0.383 0.570 

L/D ratio 4.372 5.716 5.327 

Cross-flow area, A (m2) 0.00145 0.00353 0.00899 

Volume, V (m3) 0.00027 0.00135 0.00519 

Mass loaded, F (kg) 0.090 0.445 1.708 

  665 



 

Table 3. Optimal parameters obtained in the OEC fitting (BIC model) of the small scale 666 

(vessel VA) marigold SFE at 313 K and different CO2 flow rates and extraction pressures. VA 667 

= 2.7×10-4 m3; F = 0.090 kg;  = 0.763; Xo = 0.0745; Xk = 0.0450. 668 

 669 

 P = 14 MPa P = 24 MPa P = 34 MPa 

Run order 1 2 3 4 5 

Q ×104 (kg·s-1) 2.5 5.0 7.5 5.0 5.0 

CO2
* (kg·m3) 763.2 763.2 763.2 872.5 930.2 

Y* (kgkg-1) 0.0032 0.0032 0.0032 0.0038** 0.0049** 

kYA × 102 (s-1) 0.420 0.570 0.940 0.97 1.50 

kXA × 103 (s-1) 0.010 0.021 0.027 0.039 0.055 

tCER (mim) 15.98 11.78 7.14 5.10 2.40 

tFER (mim) 72.34 40.08 25.75 30.3 22.17 

YCER (kg/kg) 0.0031 0.0028 0.0029 0.0036 0.0048 

MCER × 107 

(kg·s-1) 
7.68 14.2 21.8 18.3 24.3 

AARD*** (%) 6.62 3.67 2.06 2.47 5.06 

* [49] 670 

** fitting parameter 671 

***𝐴𝐴𝑅𝐷 =
1

𝑁
∑ |

𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑− 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑

𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑
| 672 

 673 

 674 

675 



 

Table 4. Marigold SFE scaling up (BIC model predictions) at 14 MPa and 313 K from the 676 

small extraction vessel (VA) to two larger scale vessels (VB and VC) preserving bed porosity ( 677 

= 0.763). CO2 flow rates were calculated according to Eq. (12) (equal CO2 linear velocity) or 678 

Eq. (14) (equal CO2 residence time) scaling criteria.  679 

 680 

 

VA VB VC 

    Eq. (12) Eq. (14) Eq. (12) Eq. (14) 

Run order 1 6 7 8 9 

L/D 4.372 5.716 5.716 5.327 5.327 

Q ×104 (kg·s-1) 2.5 6.0 12.3 15.5 47.0 

v ×104 (m·s-1) 2.25 2.25 4.58 2.25 6.85 

tR (min) 10.6 21.8 10.6 32.1 10.6 

tCER (min) 15.98 15.98 15.98 15.98 15.98 

tFER (min) 72.3 145.3 73.1 221.6 72.9 

MCER ×107 (kg·s-1) 7.68 19.2 38.0 49.7 145 

Fitting of the experimental OEC: 

kYA × 102 (s-1) 0.42 0.45 0.35 0.33 0.75 

kXA × 103 (s-1) 0.010 0.003 0.007 0.010 0.134 

AARD* (%) 6.62 11.4 8.02 10.3 6.62 

 681 

*𝐴𝐴𝑅𝐷 =
1

𝑁
∑ |

𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑−𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑

𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑦𝑖𝑒𝑙𝑑
| 682 
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Figure 1. Schematic diagram of Thar SFE pilot and semi industrial plants (1a = laboratory 684 

and pilot plant; 1b= semi-industrial plant). Nomenclature: A, B and C are extraction cells 685 

with volumes of = 2.710-4 m3, B= 1.3510-3 m3 and 5.19×10-3 m3, respectively; D= CO2 686 

storage tank; E= CO2 Pump; F= Heat Exchanger; G= Automatic BPR Valve; H= Cyclonic 687 

Separator; I= BPR Valve; J= Pass valves; K= Condensers; L= Cooling System; M= 688 

Demister; N= Filter; P= Manometers; Q = Volume indicator; R= Flowmeter; (···) Dotted line 689 

means PLC control; (---) Dashed lines means recycling. 690 
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Figure 2. Overall extraction curves obtained using vessel VA (2.7×10-4 m3) and 0.090 kg of 697 

marigold flowers. Extraction temperature was 313 K and total extraction time was 270 min. 698 

() 14 MPa, 2.5×10-4 kg·s-1; () 14 MPa, 5.0×10-4 kg·s-1; () 14 MPa, 7.5×10-4 kg·s-1; () 699 

24 MPa, 5.0×10-4 kg·s-1; () 34 MPa, 5.0×10-4 kg·s-1. Dashed lines represent the BIC model 700 

fitting. 701 

 702 

 703 

 704 

 705 

  706 

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300

ex
tr

ac
ti

o
n

 y
ie

ld
 (

%
)

extraction time (min)

 



 

Figure 3. Total extractable material (Xo) and marigold solubility (Y*) in supercritical CO2 at 707 

313 K and 14 MPa. Data represent the OECs obtained at 313 K and 14 MPa in VA (2.7x10-4 708 

m3) with different CO2 flow rates Q = () 2.5×10-4 kg·s-1, () 5.0×10-4 kg·s-1 and () 709 

7.5×10-4 kg·s-1. 710 
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Figure 4. Marigold SFE scaling up at 313 K, 14 MPa and constant bed porosity ( = 0.763) 716 

from VA to VB (scaling factor = 4.95). Grey and black lines represent BIC predictions using 717 

the criterions of keeping constant solvent velocity (Eq. (12)) and by keeping constant 718 

residence time (Eq. (14)), respectively: (---) CER period; () FER period; () DC period. 719 

Symbols represent experimental data: () laboratory scale VA, Q = 2.5×10-4 kg·s-1; () pilot 720 

scale, VB, using Eq. (12); () pilot scale, VB, using Eq. (14). 721 
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Figure 5. Marigold SFE scaling up at 313 K, 14 MPa and constant bed porosity ( = 0.763) 725 

from VA to VC (scaling factor = 19.08). Grey and black lines represent BIC predictions using 726 

Eq. (12) and Eq. (14), respectively: (---) CER period; () FER period; () DC period. 727 

Symbols represent experimental data: () VA, Q = 2.5×10-4 kg·s-1; () VC, Eq. (12); () VC, 728 

Eq. (14).  729 
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a  b  s  t  r  a  c  t

Supercritical  carbon  dioxide  (SCCO2) extraction  is an  innovative  and  efficient  method  to  recover  valued
substances  from  vegetal  materials.  The  diffusion  behavior  of  the extract  in  the  supercritical  solvent  is an
important  parameter  to understand  the  mass  transfer  behavior  of  the  process.  In  this  work,  experimental
data  from  the  literature  were  utilized  to analyze  the  diffusivity  of lipophilic  chemically  similar  solutes  in
SCCO2.

Substances with  similar  chemical  structure,  molecular  weight  and  volatility,  have  also  very similar
diffusion  coefficients,  which  are  mainly  determined  by temperature,  pressure  and,  in  turn,  by  the  corre-
sponding  physicochemical  properties  of  the  supercritical  solvent  (density  and  viscosity).  Based  on  this
premise,  general  correlations  were  derived  to represent  the  diffusion  coefficient  of  volatile  oils,  fatty  acids
and its esters,  and  fixed  oils  (triglycerides)  in  SCCO2 as  a function  solely  of  pressure  and  temperature.  The
diffusion  coefficients  obtained  were  satisfactory  compared  with  those  calculated  with  theoretical  and
semi-empirical  models  from  the literature,  which  require  pure component  parameters.

© 2015  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.

1. Introduction

The supercritical fluid extraction (SFE) of vegetable materials
is a semi-continuous process in which the high pressure solvent
dissolves and extracts substances, while flowing through a fixed
bed of particles of the solid raw material. This technology is being
extensively applied using supercritical carbon dioxide (SCCO2) to
extract lipophilic substances such as carotenoids, fatty acids, fatty
acid esters, volatile oils, fixed oils, antioxidants, etc. from a wide
variety of plants and herbs, seeds, algae and microalgae, wastes
and by-products of the agrochemical and food industry.

One important parameter to describe mass transfer in SFE is the
diffusion coefficient of the different substances extracted (solutes)
in SCCO2. Most of experimental data so as predictive and/or correl-
ative models were determined for binary systems [1,2]. Equations
available in the literature, demand pure solute parameters (molar
mass, critical volume, molar volume at normal boiling point, surface
tension, etc.), the physicochemical properties of the supercritical
solvent (density, viscosity, critical parameters) and sometimes spe-
cific correlation parameters. The higher the accuracy of the model,
the higher the number of parameters required.

∗ Corresponding author. Tel.: +34 910017927.
E-mail address: tiziana.fornari@uam.es (T. Fornari).

Wilke–Chang equation [3] is one of the most popular corre-
lations to calculate the diffusion coefficient of a pure solute in
SCCO2, with average deviations around 10% for 600 experimental
data points including different type of solutes [1]. Lately, Magal-
hães et al. [4] proposed two  modified Stokes–Einstein equations
and proved their accuracy using a large database comprehending
extremely distinct molecules in terms of size, shape, molar mass
and polarity. The global deviations achieved by these equations
were lower than 7%. In general, temperature, solvent viscosity and
solute size (introduced in equations via molar volume at normal
boiling point and critical volume) were explicit parameters in this
type of correlations. More recently, Magalhães et al. [5] developed
novel correlations for the diffusion coefficient of a pure solute in
liquids and supercritical fluids over wide ranges of temperature
and density, which are based on expressions that depend only on
temperature, and/or solvent density, and/or solvent viscosity. Also,
the equations involved two  fitting parameters specifically for each
pure compound. The accuracy of these correlations was tested with
a large database (539 binary systems and 8219 data points) with
average deviation around 3%.

Even though good correlations are available in the literature to
represent the diffusion of a pure solute in SCCO2, supercritical plant
extracts are in general multicomponent mixtures. Furthermore,
depending on the vegetal material and the process conditions,
the resulted extract may  mainly contain certain type of solutes,

http://dx.doi.org/10.1016/j.supflu.2015.11.017
0896-8446/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

dx.doi.org/10.1016/j.supflu.2015.11.017
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Table  1
Diffusion coefficient correlations from the literature and pure component solute parameters required.

Equation Parameters Ref.

Scheibel D12

(
cm2 s−1

)
= 8.2x10−8T

�1V
1/3
bp,2

[
1 +

( 3Vbp,1
Vbp,2

)2/3
]

Vbp,2 [21]

Reddy-Doraiswamy D12

(
cm2 s−1

)
= ˇx

T
√

M1

�1(Vbp,1Vbp,2)1/3  ̌ = 1.0 × 10−8 (Vbp,1/Vbp,2 ≤ 1.5);  ̌ = 8.5 × 10−8 (Vbp,1/Vbp,2 > 1.5) Vbp,2 [22]

Lusis-Ratcliff D12

(
cm2s−1

)
= 8.52x10−8T

�1V
1/3
bp,1

[
1.40

(
Vbp,1
Vbp,2

)1/3
+
(

Vbp,1
Vbp,2

)]
Vbp,2 [23]

Lai-Tan D12

(
cm2s−1

)
= 2.50x10−7 T

√
M1

(10x�1)0.688V
1/3
c,2

Vc,2 [24]

Wilke–Chang D12

(
cm2s−1

)
= 7.4x10−8

(
T
√

xM1

�1V0.6
bp,2

)
;

{
x = 1 for nonassociated solvents

x  = 2.6 for water
Vbp,2 [3]

Modified Stokes–Einstein Equation 1 D12

(
cm2s−1

)
= A

(
T

�1

)˛
1

(M2Vbp,2)ˇ M2, Vbp,2 [4]

Modified Stokes–Einstein Equation 2 D12

(
cm2s−1

)
= A

(
T

�1

)˛
1(

M2Vbp,2�
1/4
bp,2

)ˇ M2 , Vbp,2,  �bp,2 [4]

Modified Schiebel D12

(
cm2s−1

)
= A

(
T

�1

)˛
1

V
ˇ
c,2

[
1 +

(
3Vc,1
Vc,2

)2/3
]

Vc,2 [20]

Modified Lusis–Ratcliff D12

(
cm2s−1

)
= A

(
T

�1

)˛
[

ˇ
(

Vc,1
Vc,2

)1/3
+
(

Vc,1
Vc,2

)]
Vc,2 [20]

Modified Wilke–Chang D12

(
cm2s−1

)
= A

(
T

�1

)˛
1

V
ˇ
c,2

Vc,2 [20]

1: solvent (CO2); 2: solute; T: temperature; P: pressure; �:  viscosity; �: surface tension; Vbp: molar volume at normal boiling point; M:  molar mass; Vc: molecular critical
volume;  x: association parameter in Wilke–Chang equation; A, ˛,  ̌ and �: specific constants in the corresponding correlations.

such as volatile oils, fatty acid esters or triglycerides. Informa-
tion in the literature regarding the diffusion behavior of these
multicomponent extracts is scarce. In this work, the diffusivity of
these families of lipophilic compounds in SCCO2 was  analyzed and
represented.

Volatile oil plant extracts comprise monoterpenes and
sesquiterpenes with normal boiling points from 150 ◦C to 230 ◦C
and molecular weights are in the range of 100–250 g mol−1. On
the other hand, fatty acid chains in vegetal oils are between
C13 and C21 carbon number. Their molecular weights are
around 220–350 g mol−1 and have very low volatility (normal
boiling points around 250–450 ◦C). Similarly to fatty acids, tri-
glycerides or fixed oils have high normal boiling points (low
volatility) but considerable larger molecular weights, around
750–950 g mol−1.

Significant different diffusion coefficients at a given temper-
ature and pressure were measured for volatile oil compounds,
fatty acids and triglycerides. For example, the diffusion coef-
ficient of citral at 313 K and 20 MPa  is 8.10 × 10−5 cm2 s−1,
which is rather similar to the diffusion coefficient of other
volatile oil substances such as eugenol (7.69 × 10−5 cm2 s−1)
or �-pinene (8.90 × 10−5 cm2 s−1) [6–8]. Nevertheless, at the
same conditions of pressure and temperature, these values are
6.13 × 10−5 cm2 s−1, 6.06 × 10−5 cm2 s−1 and 5.45 × 10−5 cm2 s−1

for respectively, linolenic, oleic and docosahexaenoic acids [9–11],
i.e., around 40% lower than those of volatile oil compounds.
Regarding de diffusion coefficient of fixed oils at 313 K and 20 MPa,
the value reported for e.g., triarachidonin is 3.96 × 10−5 cm2 s−1

(around 30% lower than those corresponding to fatty acids) [12].
Thus, substances of the same chemical family, with simi-

lar molecular mass and volatility, have very similar diffusion
coefficients. Yet, substantial differences were observed among the
diffusion coefficient of a volatile oil, a fatty acid and a triglyceride.
Based on these observations, three general and simple correlations
were derived in this work to estimate the diffusion coefficient of
type-extracts, namely (i) volatile oils, (ii) fatty acids and derived
fatty acid esters and (iii) fixed oils, as a function solely of pressure
and temperature. The equations obtained are based on the regres-
sion of experimental data from the literature. A total of 30 different
solute-SCCO2 binary systems (1191 data points) were considered to
assess the capability of the correlations developed and deviations
lower than 13% were obtained.

2. Overview of diffusion coefficient correlations

The diffusion coefficient of a solute in a supercritical fluid (Di-SCF)
is affected by the size and shape of the solute, the intermolecu-
lar interaction with the supercritical solvent and the temperature
and pressure conditions. In general, solutes with large molecular
mass and solutes which can present chemical interactions diffuse
more slowly. Additionally, pressure and temperature define sol-
vent density and viscosity, which have an important effect on the
solute diffusion. In general, the diffusion coefficient increases with
increasing temperature at constant pressure, being the effect less
important at higher pressures. And with respect to pressure, Di-SCF
decreases with increasing pressure. High pressure means high sol-
vent density, and if solvent density increases diffusion becomes
more difficult due to an increased number of molecular collisions.
Furthermore, intermolecular interactions also increase because the
average intermolecular distance is reduced as density increases.

Predictive and correlative models and equations available in
the literature follow the above observed experimental behavior
of diffusion coefficients with respect to temperature, pressure,
solute and solvent properties. Table 1 show several mathemati-
cal expressions derived from the Stokes–Einstein formula which
were frequently used in the literature. In general, the supercritical
fluid properties in these equations are viscosity, molecular weight,
molar volume at normal boiling point and critical volume. Partic-
ularly, the supercritical solvent viscosity is a strategic variable in
all equations given in Table 1, connecting the effect of temperature
and pressure on the solute diffusion coefficient. Despite the good-
ness of correlations available in the literature, all equations demand
pure component solute physicochemical parameters or even fit-
ting parameters, which are problematic to estimate in the case of
multicomponent and complex SFE extracts.

Recently, Magalhães et al. [5] investigated the effect of the
supercritical solvent viscosity and density by defining several equa-
tions in which the term Di-SCF/T depends explicitly on solvent
viscosity, on solvent density and both viscosity and density. All
equations demand two  specific fitting parameters for each pure
compound and, in general, presented excellent correlative capabil-
ity. Particularly, the equation:

D12
(

cm2 s−1
)

= T
(

a · � + b

�

)
(2.1)
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Table 2
Experimental data (Taylor–Aris chromatographic peak broadening method) used in the diffusion coefficient DVO-CO2 correlation for volatile oil compounds in CO2 (Eq. (4.1)).

Volatile oil compound N P (bar) T (◦C) CO2 density (g cm−3) CO2 viscosity (cP) AARDa (%) AARDb (%) AARDc (%) Ref.

Anisole 15 400–600 40–60 0.604–0.935 0.046–0.100 12.85 1.92 5.00 [25]
Citral 15 120–200 40–60 0.447–0.843 0.033–0.079 4.68 2.42 7.30 [6]
d-limonene 15 120–200 40–60 0.447–0.843 0.033–0.079 5.24 2.95 9.24 [6]
Eugenol 15 150–350 40–60 0.607–0.936 0.047–0.100 11.51 2.51 18.94 [7]
l-carvone 27 150–300 35–65 0.650–0.929 0.051–0,099 5.21 3.15 3.71 [26,27]
Linalol 15 120–200 40–60 0.447–0.843 0.033–0.079 2.71 2.75 2.94 [28]
l-Menthone 23 150–300 35–65 0.650–0.929 0.051–0.099 3.62 3.35 6.97 [26]
4-Methylanisole 15 150–350 40–60 0.700–0.936 0.057–0.100 2.58 2.03 16.51 [29]
�-Pinene 15 120–200 40–60 0.447–0.843 0.033–0.079 5.04 3.15 7.78 [8]
�-Pinene 15 120–200 40–60 0.447–0.843 0.033–0.079 8.70 3.23 12.31 [8]

Mean AARD (%) 5.48 2.84 9.52

a This work (Eq. (4.1)).
b Estimated by Magalhães et al. (Eq. (2.1)) [5].
c Estimated by Modified Wilke–Chang Equation as proposed by Vaz et al. [20].

where, T is the temperature in K, � is the density in g cm−3, � is
the viscosity in cP, and a and b are regression parameters for each
pure solute, was tested using 539 binary systems of molecules with
different size and polarity, and presented deviations of 3%, when
used in correlative mode, and lower than 5% in predictive mode
[5].

3. Mathematical approach

3.1. Regression analysis

Multiple Linear Regression Analysis (MLRA) was used in this
work to correlate the experimental diffusion coefficient Di−CO2

of
volatile oil compounds, fatty acids and fixed oils as a function of
temperature, pressure and the corresponding CO2 density and vis-
cosity. The mathematical model is given by the following equation
[13–16]:

Di−CO2
= ˇ0 + ˇ1X1 + ˇ2X2 + . . . + ˇnXn + ε (3.1)

where,

Xi are the independent variables, ˇi are the corresponding
regression coefficients, and ε is an error to account for the discrep-
ancy between predicted data and the observed data.

MLRA was carried out with a forward stepwise regression
method, using the software Statgraphics v.15.2 (Statpoint Tech-
nologies Inc., USA). Differences were considered significant for
p-values with values lower than 0.10 (p < 0.10).

3.2. Estimation of CO2 density and viscosity

CO2 density was calculated using an EoS specifically derived for
this substance as proposed by Span and Wagner [17] and using the
NIST Webbook [18]. The EoS employed is an empirical representa-
tion of the fundamental equation explicit in the Helmholtz energy
(calculated as the sum of a gas ideal term and a residual contribu-
tion) with two  independent variables (density and temperature).
Relative deviations in comparison with experimental CO2 density
are lower than ±0.2% for pressures and temperatures in the range
of supercritical extraction.

CO2 viscosity
(

�CO2

)
was calculated using a correlation of

�CO2 as a function of temperature and pressure [19] specifically
derived for carbon dioxide, which covers the temperature range

Table 3
Experimental data used in the diffusion coefficient DFA-CO2 correlation for fatty acids in CO2 (Eq. (4.3)). TCR: tracer response technique with a poly(ethylene glycol)-coated
capillary column; CPB; Taylor−Aris capillary peak broadening method; CIR: chromatographic impulse response technique.

Compound N P (bar) T (◦C) CO2 density (g cm−3) CO2 viscosity (cP) AARDa (%) AARDb (%) AARDc (%) Ref. Method

Arachidonic acid 75 95–305 35–70 0.555–0.932 0.042–0.099 7.16 1.40 3.02 [9] TCR
Arachidonic acid ethyl

ester
47 84–300 35–65 0.496–0.850 0.036–0.081 3.22 0.83 5.79 [30] CPB

Docosahexaenoic acid 63 93–301 35–70 0.569–0.930 0.043–0.099 10.75 0.97 5.19 [11] TCR
Docosahexaenoic acid

ethyl ester
47 84–300 35–65 0.496–0.850 0.036–0.081 3.58 0.83 6.43 [30] CPB

Eicosapentaenoic acid 55 87–302 35–70 0.464–0.914 0.034–0.095 6.10 0.74 2.93 [11] TCR
Eicosapentaenoic acid

ethyl ester
47 84–300 35–65 0.496–0.850 0.036–0.081 3.52 0.74 5.80 [30] CPB

Linoleic acid 69 90–303 35–70 0.555–0.932 0.042–0.099 7.24 2.34 3.42 [9] TCR
�-Linolenic acid ethyl

ester
44 81–160 40–70 0.290–0.795 0.023–0.070 7.12 5.38 7.44 [31] CIR

�-Linolenic acid
methyl ester

36 81–160 40–70 0.290–0.795 0.023–0.070 6.07 4.32 8.39 [31] CIR

�-Linolenic acid 55 91–301 35–70 0.544–0.930 0.041–0.099 6.54 1.57 4.43 [11] TCR
�-Linolenic acid 141 87–305 35–70 0.457–0.913 0.034–0.094 5.86 1.24 3.22 [31] CIR
Myristotelic acid 42 92–130 40–70 0.457–0.880 0.034–0.087 8.21 1.68 5.14 [32] CIR
Myristotelic acid

methyl ester
79 80–140 40–70 0.227–0.580 0.022–0.043 7.43 10.35 11.00 [32] CIR

Oleic  acid 19 95–300 40 0.581–0.910 0.043–0.094 2.61 1.68 3.52 [10] CIR
Oleic  acid ethyl ester 5 86–110 40 0.376–0.683 0.027–0.054 10.65 1.91 5.78 [10] CIR
Oleic  acid methyl ester 19 80–110 40 0.278–0.683 0.022–0.054 9.60 2.92 4.89 [10] CIR

Mean AARD (%) 6.60 2.43 5.40

a This work (Eq. (4.3)).
b Estimated by Magalhães et al. (Eq. (2.1)) [5].
c Estimated by Modified Wilke–Chang Equation as proposed by Vaz et al. [20].
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Table  4
Experimental data (chromatographic impulse response method) used in the diffusion coefficient DFO-CO2 correlation for fixed oils in CO2 (Eq. (4.4)).

Compound N P (bar) T (◦C) CO2 density (g cm−3) CO2 viscosity (cP) AARDa (%) AARDb (%) AARDc (%) Ref.

Triarachidonin 28 100–302 40 0.629–0.911 0.048–0.094 8.31 0.69 5.23 [10,12]
Trierucin 101 83–301 35–50 0.567–0.930 0.042–0.099 2.18 2.47 9.43 [12]
Trinervonin 38 90–301 35–50 0.567–0.930 0.042–0.099 5.99 2.34 7.41 [12]
Triolein 11 91–40 40 0.518–0.763 0.040–0.065 12.33 2.04 9.83 [10]

Mean AARD (%) 7.20 1.89 7.98

a This work (Eq. (4.4)).
b Estimated by Magalhães et al. (Eq. (2.1)) [5].
c Estimated by Modified Wilke–Chang Equation as proposed by Vaz et al. [20].

from −73 ◦C to 1227 ◦C and densities up to 1400 kg m−3. In terms
of pressure, the viscosity representation is valid up to 3000 bar
for temperatures below 727 ◦C. The uncertainties associated with
the proposed correlation vary from ±0.3% for the viscosity of the
dilute gas near room temperature to ±5.0% at the highest pressures
(3000 bar).

4. Results and discussion

4.1. Diffusion coefficient of volatile oils

The correlation is based on experimental data comprising the
diffusion coefficients of 10 isoprenoids, which are typical com-
pounds present in the volatile oil obtained by supercritical CO2
extraction of plants and herbs. Table 2 show the chemicals included
in the correlation procedure and the number of data points (N) for
each substance, with a total of 170 data points. Taylor–Aris chro-
matographic peak broadening method was used independently of
the solute and the reference. A unique and general equation for all
these isoprenoids was assessed, in order to develop a simple tool
to predict reasonable diffusion coefficients of volatile oil (VO) of
plants and herbs in CO2

(
DVO-CO2

)
at a given temperature (T) and

pressure (P). Since CO2 density
(

�CO2

)
and viscosity

(
�CO2

)
are very

dependent on temperature and pressure, especially at supercritical
conditions, these two properties were also selected as indepen-
dent variables in the correlation procedure and the Eq. (4.1) was
obtained from the regression procedure:

DVO-CO2 = 3.5400x10−4 + 1.1129x10−3� − 4.3036x10−4�

+ 1.64x10−7T (4.1)

where, DVO-CO2 is given in cm2 s−1, � is given in cP, � in g cm−3 and
T in ◦C.

Table 3 report the Average Absolute Relative Deviation (AARD)
which was calculated according to the following equation:

AARD = 100
N

N∑
i=1

∣∣∣Dexp
i−CO2

− Dcal
i−CO2

∣∣∣
Dexp

i−CO2

(4.2)

where, Dexp
i−CO2

is the experimental diffusion coefficient of substance

i at a given temperature and pressure, and Dcal
i−CO2

is the diffusion
coefficient calculated using Eq. (4.1).

As can be observed in the table for all compounds considered,
the AARD% was  lower than 13%, being the mean AARD around 5.5%.

4.2. Diffusion coefficient of fatty acids and fatty acid esters

The correlation is based on experimental data comprising the
diffusion coefficients of 16 fatty acids and some of their methyl or
ethyl esters, which are typical in vegetal oils. Table 3 shows the
substances included in the correlation procedure and the number
of data points (N) for each substance, with more than 840 data

points. A unique and general equation for all these substances was
developed to correlate the diffusion coefficient of fatty acids and
fatty acid esters (FA) in CO2

(
DFA-CO2

)
as a function of tempera-

ture and pressure. As in the case of volatile oil compounds, CO2
density

(
�CO2

)
and viscosity

(
�CO2

)
were considered independent

variables. Eq. (4.3) resulted from the regression procedure:

DFA-CO2
= 2.3239x10−4 + 3.9332x10−3� − 5.6372x10−4�

+ 1.20x10−6T − 2.71x10−7P (4.3)

where, DFA−CO2
is given in cm2 s−1, � is given in cP, � in g cm−3, T

in ◦C and P in bar.
The AARD% (see Table 3) was  lower than 11% for all compounds

considered, being the mean value 6.6%.

4.3. Diffusion coefficient of fixed oils

The correlation is based on experimental data comprising the
diffusion coefficients of 4 triglycerides as reported in Table 4, with
a total of 178 data points. It should be noticed that the experimen-
tal data includes high molecular triglycerides (fatty acid chains of
C21 and C24) because data related with the most common trigly-
cerides present in vegetal materials (mainly C16 and C18 fatty acid
chains) is scarce. As in previous cases, a unique equation to pre-
dict the diffusion coefficient of fixed oils (FO) of plants and herbs
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Fig. 1. Comparison between the correlations developed in this work for the diffu-
sion coefficient of volatile oils (solid line), fatty acids (dashed line) and fixed oils
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represent AARD of the corresponding correlations (5.48%, 6.60% and 7.20% for VO,
FA and FO, respectively).



152 A. López-Padilla et al. / J. of Supercritical Fluids 109 (2016) 148–156

R² = 0.962 

-4.E-05 

-2.E-05  

0.E+00  

2.E-05  

4.E-05  

-4  -2  0  2  4 

R² = 0.9604 

-5.E -05  

-3.E-05 

-1.E-05 

1.E-05 

3.E-05 

5.E-05  

-4  -2  0  2  4 

R² = 0.8557 

-1.E-05  

-6.E-06  

-1.E-06  

4.E-06  

8.E-06  

-4  -2  0  2  4 

(a)  (b)

normal score

(c)

Fig. 2. Normal probability plot for (a) VO (Eq. (4.1)), (b) FA (Eq. (4.3)) and (c) fixed oils (Eq. (4.4)) diffusion coefficient residuals obtained in the correlations developed in this
work.

in CO2
(

DFO-CO2

)
as function of temperature and pressure was

developed:

DFO−CO2 = 8.5244x10−5 + 1.4097x10−4� − 8.0482x10−5�

+ 1.9613x10−7T (4.4)

where, DVO−CO2 is given in cm2 s−1, � is given in cP, � in g cm−3 and
T in ◦C.

As reported in Table 4, the AARD% was lower than 13%
for all compounds considered, being the mean AARD value
of 7.2%.

4.4. Validation of the proposed correlations

Fig. 1 shows the variation at 40 ◦C of DVO−CO2 , DFA−CO2
and

DFO−CO2 with pressure as predicted, respectively, by Eqs. (4.1),
(4.3) and (4.4). The figure also depicts the experimental diffu-
sion coefficients of some VO (�-pinene and carvone), FA (oleic
and myristoleic acids) and FO (triolein and trierucin). As expected,
the equations developed in this work provide a distinct diffu-
sion coefficient function for VO, FA and FO, and the experimental
values follow the same tendency. In this respect, Fig. 1 is suppor-
ting the hypothesis that diffusion coefficient of chemically similar
solute-type substances is predominantly determined by tempera-
ture, pressure, and the corresponding physicochemical properties

Table 5
Statistical details for each regression model.

Constant Independent variable Volatile oils Fatty acids Fixed oils

ˇ0 3.5400 × 10−4 2.3239 × 10−4 8.5244 × 10−5

ˇ1 � (cP) 1.1129 × 10−3 3.9332 × 10−3 1.4097 × 10−4

ˇ2 � (g·cm-3) −4.3036 × 10−4 −5.6372 × 10−7 −8.0482 × 10−5

ˇ3 T (◦C) 1.64 × 10−7 1.20 × 10−6 1.9613 × 10−7

ˇ4 P (bar) – −2.71 × 10−7 –
Mean  value 1.08 × 10−4 8.95 × 10−5 4.29 × 10−5

Standard deviation 8.73 × 10−6 8.53 × 10−6 2.74 × 10−6

R2 0.9187 0.9555 0.8192
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Fig. 3. Calculated vs. experimental diffusion coefficient of volatile oil compounds according to: (a) correlation proposed in this work (Eq. (4.1)); (b) Magalhães et al. model
(Eq.  (2.1)) [5] and (c) modified Wilke–Chang equation [20].

of the supercritical solvent (density and viscosity) which in turn,
depend on temperature and pressure.

Regarding the accuracy of the correlations developed, Fig. 2
shows the normal probability plots of the residuals from the
model fit (i.e., DVO-CO2 , DFA-CO2

and DFO-CO2 correlations). As can
be observed in the figure there is a linear trend in all cases
(R2 value of 0.9620 for VO, 0.9604 for FA and 0.8557 for FO)
indicating that the residuals are approximately normally dis-
tributed. Additionally, the residual mean values are, respectively,
1.50 × 10−13, 3.86 × 10−13 and 6.87 × 10−13 (i.e., very close to
zero).

Table 5 gives the regression statistics of each diffusion models
based on the independents variables considered in terms of the
corresponding p-values. In all cases, the p-value corresponding to
density resulted very low, indicating a decisive effect of SCCO2 den-
sity in the regression procedure. The term related with temperature
was also significant in all cases (p < 0.10). However, the term related
with pressure was neglected for VO and FO (p values of 0.2857 and
0.6701, respectively) but was significant for FA (p < 0.10). In this
respect, it can be observed that, in comparison with the VO or FO
data, the FA data set include experimental points with pressures
closer to the critical pressure of carbon dioxide, and the pressure
effect in the range of pressures close to the critical point is in general
more significant.

Additionally, as can be observed in Table 5, the standard error of
the VO, FA and FO diffusion coefficient models were, respectively,
8.73 × 10−6, 8.53 × 10−6 and 2.74 × 10−6, which are satisfactory
considering the diffusion coefficient mean value.

With respect to the correlation parameters (ˇi) it can be
observed that ˇ0 decreases when the molecular weight of the
solutes increase, indicating lower diffusion coefficients for higher
molecular size, according to theoretical considerations. Further-
more, negative ˇ2 represent that an increase in density produce
a decrease in the diffusion coefficient, also in agreement with fun-
damentals. Nevertheless, and except for ˇ0, the rest of correlation
parameters do not present a direct relation with the molecular size
of the solutes studied.

4.5. Comparison of equations derived with diffusion coefficient
models

Two  diffusion coefficient models were selected for comparison:
the predictive hydrodynamic expression of Wilke–Chang modified
by Vaz et al. [20] and Eq. (2.1) proposed by Magalhães et al. [5].

The hydrodynamic equation of Wilke–Chang [8] was  modified
by Vaz et al. [20] improving its predictive capability at supercritical
conditions. The dependence of the original model on the molar vol-
umes at normal boiling point of both solute and solvent (Vbp,i) was
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Fig. 4. Calculated vs. experimental diffusion coefficient of fatty acids according to: (a) correlation proposed in this work (Eq. (4.3)); (b) Magalhães et al. model (Eq. (2.1)) [5]
and (c) modified Wilke–Chang equation [20].

replaced by analogous dependencies upon critical molar volumes
(Vc,i). The modified Wilke–Chang (mWC)  model contains three
universal constants (A,  ̨ and ˇ) and one pure-solute param-
eter (Vc,2) [20]. The mathematical expression is given in
Table 1.

As mentioned previously, the Magalhães et al. [5] equation
used for comparison was regressed on the basis of a large set of
experimental diffusion coefficients data, and demand two  specific
regression parameters for each pure solute.

A detailed comparison of the three models is given in Table 2
(volatile oils), 3 (fatty acids and esters) and 4 (fixed oils), where the
AARD% values obtained for each pure component and each model
are indicated.

The results obtained in the case of volatile oil compounds are
given in Table 2 and the mean AARD value resulted with Eq. (4.1)
is 5.48. The method proposed by Magalhães et al. [5] resulted in
lower AARD% values (mean value 2.84%) but it has to be taken
into account that in this correlation two parameters for each pure
compound are necessary while no pure-compound parameters
were used in Eq. (4.1). Furthermore, in the case of the modified
Wilke–Chang equation (one pure component parameter, Vc,2) some
of the resulted AARD% values were higher than those obtained

by the correlation developed in this work, being the mean value
9.52%.

Tables 3 and 4 permit, respectively, the comparison of AARD
values in the case of fatty acids and fixed oils. Conclusions similar
to those attained for volatile oil compounds can be derived from
the AARD% values obtained, i.e., the method proposed by Maga-
lhães et al. [5] provides a more accurate correlation of the data
using two pure component parameters for each solute, and the
modified Wilke–Chang equation provides similar or even worse
results than the correlations presented in this work, in which no
pure component parameters were utilized.

A general picture of the accuracy obtained with each of the mod-
els employed can be observed in Fig. 3 (volatile oil compounds),
Fig. 4 (fatty acids) and Fig. 5 (fixed oils) where is represented the
calculated diffusion coefficients vs. the experimental values. As can
be observed from the figures, good correlation can be obtained
considering an equation depending explicitly on temperature, pres-
sure, solvent density and viscosity. Thus, the equations proposed
in this work are good tools to estimate the diffusion coefficient of
solute-type extracts, i.e., volatile oils, fatty acid and fatty acid ester
mixtures and fixed oils, regardless of information about the exact
composition of the extract.
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Fig. 5. Calculated vs. experimental diffusion coefficient of fixed oils according to: (a) correlation proposed in this work (Eq. (4.4)); (b) Magalhães et al. model (Eq. (2.1)) [5]
and (c) modified Wilke–Chang equation [20].

5. Conclusions

The dominant effect of pressure and temperature and in turn,
solvent density and viscosity, on solute diffusivity, permitted to
postulate a parameter-less relationship to estimate the diffusion
coefficient of a SCCO2 type-extract which is mainly comprised by
solutes with similar physicochemical properties.

Three correlations were derived in this work, one for each
type-extract analyzed (i.e., volatile oils, fatty acid mixtures or tri-
glycerides) proving good correlative capability in comparison with
other models from the literature which demand pure compo-
nent parameters. Since these equations demand only temperature
and pressure to estimate the diffusion coefficient of a solute-type
supercritical extract, they can be straightforwardly implemented
in computer-aided tools and may  contribute to the mass transfer
simulation of plant SFE processes.
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Abstract 15 

The supercritical fluid extraction (SFE) of vegetal raw materials is a large field of research, 16 

innovation and entrepreneurial developments. Optimization of process conditions is usually 17 

accomplished in analytical or laboratory scale equipment. Although SFE scaling is essential to 18 

attain industrial applications, studies in the literature are scarce. In this work, the kinetic 19 

behavior of 19 overall extraction curves (OEC’s), obtained by the authors in previous works 20 

using NOVALINDUS Platform SFE facilities, and a set of 34 OEC’s published by other authors, 21 

were considered all together to study SFE scaling. A general trend between the solvent flow 22 

rate and Barton kinetic constant was obtained for all extraction curves included in the data 23 

base, which comprise 10 different plant materials, temperatures in the range 298-333 K, 24 

pressures of 10-30 MPa, extractor volumes from 50 to 5200 cm3, particle diameters from 25 

250 to 1400 µm and bed porosity in the range 0.59-0.97. 26 

 27 

 28 

Keywords: Supercritical fluid extraction; Overall extraction curve; Mass transfer; Barton 29 

model; Scaling up. 30 

 31 

  32 



1. Introduction 33 

The kinetic behavior of the Supercritical Fluid Extraction (SFE) of solid materials is usually 34 

represented by the plot of the mass extracted as a function of time or as a function of the 35 

mass of spent solvent. This representation is commonly called the Overall Extraction Curve 36 

(OEC). Not only mass yield varies along extraction time, but also composition, 37 

physicochemical and biological properties of the extract (García-Risco et al., 2011a; Zabot et 38 

al., 2014a). SFE scaling aims to reproduce the same kinetic behavior in extraction vessels 39 

with different shape and/or capacity.  40 

A large number of kinetic models can be found in the literature, which were developed to 41 

represent the OEC of SFE processes, including simple correlations based on first order 42 

kinetics, such as the Barton model (Barton et al., 1992; Cháfer and Berna, 2014; Silva et al., 43 

2011, 2008), to comprehensive phenomenological models based on mass transfer 44 

differential occurring in the cell extraction (De Melo et al., 2014; Huang et al., 2012; Oliveira 45 

et al., 2011). Yet, more limited approaches and studies are available in the literature 46 

regarding SFE scaling. Studies are mainly based on some thumb rules or semi-empirical 47 

approaches based on traditional chemical engineering fundamentals and adapted for high 48 

pressure SFE process. For example, keeping constant the ratio between solvent flow rate 49 

and biomass weight, or keeping constant the ratio between the mass weight of solvent 50 

spent and of biomass weight (Prado et al., 2012, 2011; Yesil-Celiktas et al., 2009), or 51 

maintaining constant the solvent linear velocity, or the solvent residence time, among 52 

others, are very common scaling criterions applied in SFE (López-Padilla et al., 2016b).  53 

SFE vessels are in general cylindrical. Vessel length and internal diameter are usually used to 54 

describe bed geometry, which also affects significantly the extraction. Furthermore, the ratio 55 



between height and diameter of the packed bed has been used to validate some scaling 56 

approaches (Prado et al., 2012).  57 

For example, Carvalho et al. (2005) and Zabot et al. (2014a, 2014b) found good scaling 58 

results in the SFE of rosemary and clove buds by applying the solvent to feed mass ratio 59 

criterion combined with maintaining the height/diameter ratio. Paula et al. (2016) evaluated 60 

the effect of bed geometry using the criterions of constant residence time or constant CO2 61 

velocity in the scaling up SFE process for Baccharis dracunculifolia and found that the second 62 

one was appropriate. Recently, López-Padilla et al. (2017) studied the SFE scaling of 63 

Calendula officinalis and the experiments proved that constant CO2 residence time was an 64 

adequate scaling criterion for a scaling factor around 5, while the constant CO2 velocity was 65 

the criterion suitable for a larger scaling factor close to 20.  66 

Thus, in general, there is not a single criterion effective for SFE scaling and more studies are 67 

required to get more information about the influence of the large set of variables that can 68 

affect the extraction kinetics. In this respect, López-Padilla et al. (2017) have recently 69 

correlated the mass transfer coefficients (Broken and Intact Cell model) of calendula OECs 70 

obtained in cells of diverse size, at different extraction pressures and temperatures, in terms 71 

of the CO2 flow rate, the extraction cell geometric parameters (diameter and length) and the 72 

dimensionless Schmidt number. The correlation was derived by keeping constant bed 73 

porosity and mean particle size of calendula raw material.  74 

In this work, this correlation was extended to consider a variety of plant raw materials of 75 

different apparent density, porosity and particle size. First, a set of 19 OECs obtained by the 76 

authors in previous works using their SFE facilities (NOVALINDUS Platform) were considered,  77 

and then the correlation developed was tested using a set of 34 OECs reported by other 78 

authors in the literature.  79 



 80 

2. Fundamentals and data base 81 

In the SFE of solid raw materials, the mass extracted and thus the extraction yield (mass 82 

extracted / mass loaded in the extraction vessel) increases with time, defining the typical 83 

shape of the overall extraction curve (OEC) (see Figure 1). The rate of solutes mass transfer 84 

from the surface of the solid particles to the core of the supercritical solvent depends 85 

significantly on the mass transfer coefficient and the interfacial area. The objective of this 86 

work is to investigate the relation between these process variables and the solvent flow rate, 87 

considering a large set of OEC data, related with the SFE of different plant materials, and 88 

taking into account the variability of process conditions (temperature and pressure), 89 

extraction cell dimensions (diameter and height) and packed bed characteristics (apparent 90 

density, porosity).  91 

The mass transfer coefficient of a specific OEC can be estimated using a variety of kinetic 92 

models. Although accurate and theoretical-based models are available in the literature, 93 

these models usually demand several fitting parameters besides the mass transfer 94 

coefficient, and require specific software and mathematical routines for the fitting 95 

procedure. On the other side, Barton et al. (1992) presented a single model to express the 96 

mass rate out of a solid matrix, by describing the solutes extraction as a first-order-type 97 

reaction. Because of its simplicity, Barton model was used in this work to estimate the mass 98 

transfer coefficient of all OEC data compiled from the literature, as described in the 99 

following section.  100 

 101 

2.1 Barton model 102 



The overall extraction curve (OEC) according to Barton model can be described as a first-103 

order-type reaction: 104 

𝑌 = 𝑌∞[1 − exp(−𝑘𝑡)]                                                                                                          (1) 105 

Where 𝑌 is the extraction yield (mass extracted / mass loaded in the extraction vessel), 𝑌∞ is 106 

the extraction yield when 𝑡  ∞ and 𝑘 is Barton kinetic constant. The accumulated mass of 107 

extract versus time (𝑌 vs. 𝑡) of a OEC can be represented using Eq. (1) by the ln(1 − 𝑌/ 𝑌∞) 108 

vs. 𝑡 linear regression, and considering the simultaneous fitting of parameters 𝑘 and 𝑌∞ to 109 

minimize the corresponding regression coefficient (𝑅2).  110 

Barton kinetic constant (𝑘) can be related to the fluid-phase mass transfer coefficient  (𝑘𝑓) 111 

by means of the specific interfacial area (𝑎0): 112 

𝑘𝑓 = 𝑘 / 𝑎0                                                                                                                                (2) 113 

Where: 114 

𝑎0 = 6(1 − 𝜀)/𝑑𝑝                                                                                                                    (3) 115 

Being  𝜀 the porosity of the packed bed and 𝑑𝑝 the mean diameter of the spherical solid 116 

particles. 117 

2.2 Kinetic data compiled  118 

2.2.1 OECs from NOVALINDUS Platform 119 

NOVALINDUS is a technological platform comprising SFE facilities of diverse capacities which 120 

were used by the authors in previous works (Fornari et al., 2012; García-Risco et al., 2011b; 121 

López-Padilla et al., 2016b; Villanueva-Bermejo et al., 2017) to extract a variety of vegetal 122 

materials. Table 1 reports the characteristics of the facilities and extractor vessels available 123 

in NOVALINDUS Platform.  124 

The extraction conditions of different SFE experiments are given in Table 2 and comprise 19 125 

OECs concerning the extraction of seven different plants: oregano, sage, thyme, rosemary, 126 



yarrow, calendula and mortiño. For each OEC, Table 2 reports the diameter (𝐷) and length 127 

(𝐿) of the corresponding cylindrical extraction vessel, the characteristics of the packed bed 128 

(type of plant, mass loaded 𝐹, particle diameter 𝑑𝑝, plant density 𝜌𝐵 and bed porosity 𝜀) and 129 

the SFE extraction conditions (temperature 𝑇, pressure 𝑃 and CO2 flow rate 𝑄). 130 

CO2 density 𝜌𝐶𝑂2
 and viscosity 𝜇𝐶𝑂2

 were calculated using an equation of state proposed by 131 

Span and Wagner (Tegeler et al., 1999) and involved in an open web source by NIST 132 

Webbook (NIST, 2017). This equation resulted from an empirical representation of the 133 

fundamental equation based on Helmholtz energy in dependence on density and 134 

temperature. This equation shows lower relative deviations between experimental and 135 

predicted values ±0.2 % under supercritical pressures and temperatures extraction 136 

processes. CO2 viscosity 𝜇𝐶𝑂2
 was calculated using a correlation of 𝐷𝐸𝐶𝑂2

 as a function of 137 

temperature and pressure (Fenghour et al., 1998) specifically derived for carbon dioxide and 138 

linked by the NIST Webbook. The diffusion coefficient of the extract in CO2 (𝐷𝐸−𝐶𝑂2) was 139 

estimated using the equation recently given by López-Padilla et al. (2016a) for plant essential 140 

oils in supercritical CO2: 141 

𝐷𝐸−𝐶𝑂2 = 3.5400𝑥10−4 + 1.1129𝑥10−3𝜇 − 4.3036𝑥10−4𝜌 + 1.64𝑥10−7𝑇       (4)  142 

Where 𝐷𝐸−𝐶𝑂2 is given in cm2·s-1, 𝜇 is given in cP,  in g·cm-3 and T in C. 143 

The Schmidt dimensionless number was also calculated according to: 144 

𝑆𝑐 =  
𝜇𝐶𝑂2

𝜌𝐶𝑂2 𝐷𝐸−𝐶𝑂2
                                                                                                                (5) 145 

The values obtained are given in Table 2. 146 

 147 

2.2.2 OECs from the literature 148 

Similarly to Table 2, Table 3 gives the data corresponding to 34 OECs reported by different 149 

authors concerning the SFE of red pepper (Silva and Martínez, 2014), chamomile (Povh et al., 150 



2001) and ginger (Martinez et al., 2003; Zancan et al., 2002). CO2 density (𝜌𝐶𝑂2) and 151 

viscosity (𝜇𝐶𝑂2), the diffusion coefficient (𝐷𝐸−𝐶𝑂2) and Schmidt number (𝑆𝑐) were 152 

calculated as described in previous section. Bed porosity (𝜀) is according the value reported 153 

in the corresponding literature source, but the value was checked to satisfy the following 154 

equation: 155 

𝜀 =  1 −
𝜌𝑎𝑝𝑝

𝜌𝐵
= 1 −

4𝐹

𝜋 𝐷2𝐿 𝜌𝐵 
                                                                                        (5) 156 

Where 𝜌𝑎𝑝𝑝 is the apparent density of the packed bed. 157 

 158 

 159 

 160 

 161 

 162 

3. Results and Discussion 163 

3.1 Correlation of Barton kinetic constants of calendula OECs obtained in NOVALINDUS 164 

Platform 165 

In previous work, the scaling of calendula SFE was studied (López-padilla et al., 2017). Nine 166 

OECs were obtained using the extraction cells of different size available in NOVALINDUS 167 

Platform (Table 1) and were represented using the Broken and Intact Cell (BIC) model 168 

(Sovová, 2017; Sovová, 1994) . With the purpose of developing a scaling correlation 169 

applicable among NOVALINDUS facilities, the regressed BIC mass transfer coefficients in the 170 

supercritical fluid phase (𝑘𝑌𝐴) were correlated with the CO2 flow rate (𝑄). The scaling 171 

correlation (see Figure 2) includes the extractor diameter and length, and the dimensionless 172 

Schmidt number (𝑆𝑐). Bed porosity and particle size were not included in the correlation 173 

because these parameters were kept constant during calendula SFE.  174 



In this work, the same nine calendula OECs of previous work (López-padilla et al., 2017) were 175 

represented using Barton model (Eq. 1), and the type of relation depicted in Figure 2 was 176 

tested using Barton kinetic constant (𝑘) instead of BIC mass transfer coefficient (𝑘𝑌𝐴).  177 

Tables 4 gives the values obtained for 𝑘, together with the 𝑌∞ value which minimize the 178 

regression coefficient (𝑅2), which is also given in the table. In general, Barton 𝑘 values were 179 

one order of magnitude lower than BIC 𝑘𝑌𝐴 values (López-padilla et al., 2017). As sake of 180 

comparison, Figure 3 show BIC and Barton model representations for two selected calendula 181 

OECs. Figure 3(a) correspond to OEC 11 in Table 2, for which BIC model resulted better than 182 

Barton model, while the opposite resulted in the case of Figure 3(b) corresponding to OEC 17 183 

in Table 2 (worse 𝑅2 value of Barton model fitting).  184 

Figure 4 shows the same relation depicted in Figure 2 using the regressed Barton 𝑘 values. It 185 

can be clearly stated from the figure that the correlation reported in previous work (Figure 186 

2) is still valid and effective in the case of using Barton kinetic constants instead of BIC mass 187 

transfer coefficients. The regression coefficient obtained in Figure 4 is 𝑅2 = 0.9906, slightly 188 

higher than the one obtained in Figure 2 (𝑅2 = 0.9767). 189 

3.2 Extension of the correlation to other OECs obtained in NOVALINDUS Platform  190 

As mentioned in previous section, the correlation presented in Figures 2 and 4 do not 191 

include bed porosity or mean particle diameter of plant material, because all calendula OECs 192 

were carried out keeping constant these two variables.  193 

With the objective of analyze the influence of 𝜀  and 𝑑𝑝 in the SFE scaling correlation, the 19 194 

OECs obtained in the three different scale supercritical plants available in NOVALINDUS 195 

Platform (Table 2) were considered all together. These OECs include extractions with bed 196 

porosity in the range of 0.59-0.82 and particle diameter in the range of 250-1000 µm.  197 



It was observed that the inclusion of the specific interfacial area (𝑎0) resulted in a good 198 

correlation of all OEC Barton 𝑘 values regressed (which are reported in Table 3) with 𝑅2 =199 

0.9647. Then, CO2 density was also included with the aim of attain a dimensionless relation 200 

between the abscissa and ordinate of the correlation. Figure 5 shows the final result, with a 201 

regression coefficient  𝑅2 = 0.9624, very similar to the previous one. Then, the correlation 202 

depicted in Figure 5 provides a fundamental relation between the main variables affecting 203 

the kinetic behavior of the SFE extractions carried out in NOVALINDUS Platform (Table 2) 204 

and can be a useful tool for SFE scaling.  205 

3.3 Applying the scaling correlation to OECs from the literature  206 

The correlation developed considering the OEC data produced by the authors in 207 

NOVALINDUS Platform was tested using the OEC data from the literature given in Table 3. A 208 

total of 34 OECS were compiled. Although a larger number was originally considered, many 209 

were discarded due to the lack of information, mainly bed porosity, extraction cell 210 

dimensions, plant material density, or the kinetic data was insufficient and/or do not allow 211 

an accurate estimation of 𝑌∞.  212 

In order to fit the Barton kinetic constant for each OEC, in several cases and due to the 213 

absence of numerical data, the experimental OECs (𝑌 𝑣𝑠 𝑡 points) were taken from the plots 214 

available in the corresponding published works, using the open software Plot Digitizer v. 215 

2.6.6 (Huwaldt and Steinhorst, 2014). The Barton 𝑘 values regressed, together with the 𝑌∞ 216 

and  𝑅2 values obtained are given in Table 4. 217 

Figure 5 shows the correlation between the Barton 𝑘 values and solvent flow rate for the 19 218 

NOVALINDUS OECs plus the 34 OECs from the literature. Despite the regression coefficient 219 

obtained is somewhat smaller (𝑅2 =  0.8651) the general trend of the scaling correlation 220 

proposed in this work is confirmed.  221 



 222 

Conclusions 223 

The relation between the solvent flow rate (𝑄) in plant material SFE and the mass transfer 224 

coefficient was studied. A large set of OECs was compiled from the literature, including 19 225 

OECs obtained by the authors in NOVALINDUS Platform and 34 OECs from the literature. 226 

OEC data comprise 10 different plant materials, temperatures in the range 298-333 K and 227 

pressures in the range 10-30 MPa. Additionally, particle diameter varied from 250 to 1400 228 

µm, extractor volume from 50 to 5200 cm3 and bed porosity was in the range 0.59-0.97. All 229 

OECs were correlated using Barton model, by fitting the Barton kinetic constant 𝑘 and 230 

achieving regression coefficients higher than 0.90.  231 

A relation between the solvent flow rate and Barton kinetic constant observed in previous 232 

work (López-padilla et al., 2017), which was developed for a single plant material and an 233 

unique particle diameter and bed porosity, was reasonably extended to cover the wider 234 

extraction conditions and materials covered in the 53 OECs compiled in this work, and 235 

demonstrated a general trend which can be used for estimating the solvent flow rate 236 

required in SFE scaling. 237 
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Table 1. NOVALINDUS facilities for the SFE of solid materials. 352 

 353 

Characteristics Lab Scale 1 Lab Scale 2 Pilot Scale 

L: Bed length (m) 0.188 0.388 0.570 

D: Bed diameter (m) 0.043 0.07 0.107 

Bed volume (m3) 2.7×10-4 1.35×10-3 5.19×10-3 

Cross flow area (m2) 1.45×10-3 3.53×10-3 8.99×10-3 

Ratio L/D 4.372 5.716 5.327 

Cyclone volume (m3) 5×10-4 5×10-4 1.57×10-3 

Pump capacity (kg/h) 0.2 - 12 0.2 - 12 2.2 - 147 

Pressure work (MPa) 0.1 - 69 0.1 - 69 0.1 - 44 

Temperature work (C) 5 - 40 5 - 40 5 - 40 

Demister (m3) 1.71×10-3 1.71×10-3 1.5×10-2 

Filter (m3) No No 5×10-2 

Storage tank (m3) 1.5×10-2 1.5×10-2 8.8×10-2 

Recycler system CO2 Yes Yes Yes 

Automated BPR Yes Yes Yes 

Flowmeter Yes Yes No 

PLC control Yes Yes Yes 
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Table 2. SFE data of different OECs obtained in NOVALINDUS Platform. 362 

 

Raw 
Material 

D          
(m) 

L   
(m) 

F  
(kg) 

dp×104         
(m) 

B 
(kg/m3) 

 
Q×103          
(kg/s) 

T (K) 
P      

(bar) 
CO2 

(kg/m3) 

µCO2×105  

(kg/ms) 

DE-CO2 

×108   
(m2/s) 

Sc Ref. 

1 Origanum 0.076 0.416 0.60 5.0 1020 0.69 1.00 313 300 909.9 9.38 1.18 8.725 (Fornari et al., 2012) 

2 Sage 0.076 0.416 0.60 5.0 1050 0.70 1.00 313 300 909.9 9.38 1.18 8.725 (Fornari et al., 2012) 

3 Thyme 0.076 0.416 0.60 10.0 1580 0.80 1.00 313 300 909.9 9.38 1.18 8.725 (Fornari et al., 2012) 

4 Rosemary 0.076 0.416 0.60 10.0 1046 0.70 1.00 313 300 909.9 9.38 1.18 8.725 (Fornari et al., 2012) 

5 Rosemary 0.076 0.416 0.60 10.0 1046 0.70 1.00 314 300 909.9 9.38 1.18 8.713 (García-Risco et al., 2011a) 

6 Rosemary 0.076 0.416 0.60 10.0 1046 0.70 1.00 315 300 909.9 9.38 1.19 8.701 (García-Risco et al., 2011a) 

7 Thyme 0.076 0.416 0.55 4.0 1580 0.82 0.67 313 300 910.0 9.62 1.21 8.752 (García-Risco et al., 2011a) 

8 Yarrow 0.067 0.383 0.40 5.0 1015 0.71 1.20 313 140 763.0 6.50 1.49 5.705 (Villanueva-Bermejo et al., 2017) 

9 Calendula 0.043 0.188 0.09 5.0 1409 0.76 0.25 313 140 763.0 6.50 1.49 5.702 (López-padilla et al., 2017) 

10 Calendula 0.043 0.188 0.09 5.0 1409 0.76 0.50 313 140 763.0 6.50 1.49 5.702 (López-padilla et al., 2017) 

11 Calendula 0.043 0.188 0.09 5.0 1409 0.76 0.75 313 140 763.0 6.50 1.49 5.702 (López-padilla et al., 2017) 

12 Calendula 0.043 0.188 0.09 5.0 1409 0.76 0.50 313 240 872.5 8.51 1.25 7.829 (López-padilla et al., 2017) 

13 Calendula 0.043 0.188 0.09 5.0 1409 0.76 0.50 313 340 930.2 9.91 1.15 9.238 (López-padilla et al., 2017) 

14 Calendula 0.067 0.383 0.45 5.0 1409 0.76 0.60 313 140 763.0 6.50 1.49 5.702 (López-padilla et al., 2017) 

15 Calendula 0.067 0.383 0.45 5.0 1409 0.76 1.23 313 140 763.0 6.50 1.49 5.702 (López-padilla et al., 2017) 

16 Calendula 0.107 0.570 1.71 5.0 1409 0.76 1.54 313 140 763.0 6.50 1.49 5.702 (López-padilla et al., 2017) 

17 Calendula 0.107 0.570 1.71 5.0 1409 0.76 4.70 313 140 763.0 6.50 1.49 5.702 (López-padilla et al., 2017) 

18 Mortiño 0.043 0.188 0.16 2.5 1440 0.59 0.53 313 300 909.9 9.38 1.18 8.724 (López-Padilla et al., 2016b) 

19 Mortiño 0.067 0.383 0.80 2.5 1440 0.59 2.63 313 300 909.9 9.38 1.18 8.724 (López-Padilla et al., 2016b) 
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Table 3. SFE data of OECs obtained from the literature. 365 

 

Raw 
Material 

D (m) L (m) F (kg) 
dp×104         

(m) 
B 

(kg/m3) 
 

Q×103          
(kg/s) 

T 
(K) 

P      
(bar) 

CO2 
(kg/m3) 

µCO2×105  

(kg/ms) 

DE-CO2 

×108   
(m2/s) 

Sc Ref. 

1 Red pepper 0.030 0.075 0.024 9.3 1320 0.66 0.402 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

2 Red pepper 0.030 0.129 0.042 9.3 1320 0.66 0.402 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

3 Red pepper 0.054 0.125 0.128 9.3 1320 0.66 0.402 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

4 Red pepper 0.054 0.125 0.125 4.3 1320 0.67 0.402 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

5 Red pepper 0.054 0.125 0.125 4.3 1320 0.67 0.285 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

6 Red pepper 0.054 0.125 0.125 4.3 1320 0.67 0.170 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

7 Red pepper 0.030 0.129 0.040 4.3 1320 0.67 0.170 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

8 Red pepper 0.030 0.129 0.042 9.3 1320 0.66 0.170 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

9 Red pepper 0.030 0.129 0.041 14.1 1320 0.67 0.170 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

10 Red pepper 0.030 0.075 0.023 4.3 1320 0.68 0.285 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

11 Red pepper 0.030 0.075 0.024 9.3 1320 0.66 0.285 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

12 Red pepper 0.030 0.075 0.024 14.1 1320 0.67 0.285 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

13 Red pepper 0.030 0.129 0.041 14.1 1320 0.67 0.285 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

14 Red pepper 0.030 0.075 0.023 4.3 1320 0.68 0.402 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

15 Red pepper 0.030 0.129 0.040 4.3 1320 0.67 0.402 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

16 Red pepper 0.030 0.129 0.041 14.1 1320 0.67 0.402 313 150 780.2 6.77 0.93 9.289 (Silva and Martínez, 2014) 

17 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.067 303 100 771.5 6.61 1.45 5.897 (Povh et al., 2001) 

18 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.067 303 120 808.9 7.24 1.36 6.572 (Povh et al., 2001) 

19 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.067 303 160 857.1 8.17 1.26 7.579 (Povh et al., 2001) 

20 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.067 303 200 890.5 8.91 1.20 8.364 (Povh et al., 2001) 

21 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.067 313 100 628.7 4.02 1.80 3.563 (Povh et al., 2001) 

22 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.033 313 120 717.8 5.85 1.62 5.046 (Povh et al., 2001) 



Table 3. SFE data of OECs obtained from the literature (Continuation). 366 

 

Raw 
Material 

D (m) L (m) F (kg) 
dp×104         

(m) 
B 

(kg/m3) 
 

Q×103          
(kg/s) 

T 
(K) 

P      
(bar) 

CO2 
(kg/m3) 

µCO2×105  

(kg/ms) 

DE-CO2 

×108   
(m2/s) 

Sc Ref. 

23 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.067 313 120 717.8 5.12 1.53 4.651 (Povh et al., 2001) 

24 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.067 313 160 792.2 6.69 1.39 6.082 (Povh et al., 2001) 

25 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.033 313 160 794.9 7.02 1.41 6.245 (Povh et al., 2001) 

26 chamomile 0.040 0.166 0.075 3.0 1346 0.72 0.067 313 200 839.9 7.79 1.31 7.103 (Povh et al., 2001) 

27 Ginger 0.028 0.375 0.080 10.2 1300 0.74 0.056 313 250 881.0 8.82 1.24 8.049 (Martinez et al., 2003) 

28 Ginger 0.028 0.375 0.080 10.2 1300 0.74 0.056 303 150 847.0 7.86 1.27 7.326 (Martinez et al., 2003) 

29 Ginger 0.028 0.375 0.080 10.2 1300 0.74 0.056 313 200 841.0 7.79 1.30 7.119 (Martinez et al., 2003) 

30 Ginger 0.028 0.375 0.080 10.2 1300 0.74 0.056 313 150 841.0 6.36 1.14 6.621 (Martinez et al., 2003) 

31 Ginger 0.028 0.387 0.008 3.9 1524 0.97 0.059 298 200 914.2 9.97 1.20 9.056 (Zancan et al., 2002) 

32 Ginger 0.028 0.387 0.008 3.9 1524 0.97 0.060 298 250 943.5 10.3 1.11 9.793 (Zancan et al., 2002) 

33 Ginger 0.028 0.387 0.008 3.9 1524 0.97 0.059 308 200 866.2 8.46 1.26 7.757 (Zancan et al., 2002) 

34 Ginger 0.028 0.387 0.008 3.9 1524 0.97 0.059 308 250 901.8 9.17 1.18 8.582 (Zancan et al., 2002) 
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Table 4. Barton kinetic constants of OECs obtained in NOVALINDUS Platform. 373 

 
Raw Material k (min-1) 𝑌∞ R2 Ref. 

1 Origanum 0.0182 0.048 0.980 (Fornari et al., 2012) 

2 Sage 0.0177 0.047 0.995 (Fornari et al., 2012) 

3 Thyme 0.0099 0.033 0.995 (Fornari et al., 2012) 

4 Rosemary 0.0094 0.038 0.969 (Fornari et al., 2012) 

5 Rosemary 0.0078 0.049 0.959 (García-Risco et al., 2011a) 

6 Rosemary 0.0085 0.043 0.988 (García-Risco et al., 2011a) 

7 Thyme 0.0132 0.032 0.999 (García-Risco et al., 2011a) 

8 Yarrow 0.0151 0.030 0.963 (Villanueva-Bermejo et al., 2017) 

9 Calendula 0.0091 0.050 0.984 (López-padilla et al., 2017) 

10 Calendula 0.0112 0.059 0.974 (López-padilla et al., 2017) 

11 Calendula 0.0127 0.063 0.963 (López-padilla et al., 2017) 

12 Calendula 0.0143 0.064 0.985 (López-padilla et al., 2017) 

13 Calendula 0.0175 0.065 0.969 (López-padilla et al., 2017) 

14 Calendula 0.0081 0.035 0.986 (López-padilla et al., 2017) 

15 Calendula 0.0095 0.045 0.988 (López-padilla et al., 2017) 

16 Calendula 0.0082 0.053 0.973 (López-padilla et al., 2017) 

17 Calendula 0.0113 0.078 0.998 (López-padilla et al., 2017) 

18 Mortiño 0.0429 0.032 0.925 (López-Padilla et al., 2016b) 

19 Mortiño 0.0511 0.032 0.909 (López-Padilla et al., 2016b) 

 374 

  375 



Table 5. Barton kinetic constants of OECs obtained from the literature. 376 

 
Raw Material k (min-1) 𝑌∞ R2 Ref. 

1 Red pepper 0.0270 0.5300 0.917 (Silva and Martínez, 2014) 

2 Red pepper 0.0216 0.5947 0.953 (Silva and Martínez, 2014) 

3 Red pepper 0.0118 0.0553 0.996 (Silva and Martínez, 2014) 

4 Red pepper 0.0141 0.0912 0.951 (Silva and Martínez, 2014) 

5 Red pepper 0.0105 0.0778 0.953 (Silva and Martínez, 2014) 

6 Red pepper 0.0076 0.0475 0.959 (Silva and Martínez, 2014) 

7 Red pepper 0.0124 0.0860 0.989 (Silva and Martínez, 2014) 

8 Red pepper 0.0153 0.0535 0.993 (Silva and Martínez, 2014) 

9 Red pepper 0.0122 0.0409 0.996 (Silva and Martínez, 2014) 

10 Red pepper 0.0295 0.0875 0.980 (Silva and Martínez, 2014) 

11 Red pepper 0.0263 0.0568 0.981 (Silva and Martínez, 2014) 

12 Red pepper 0.0235 0.0423 0.966 (Silva and Martínez, 2014) 

13 Red pepper 0.0148 0.0460 0.971 (Silva and Martínez, 2014) 

14 Red pepper 0.0416 0.1046 0.950 (Silva and Martínez, 2014) 

15 Red pepper 0.0244 0.0958 0.968 (Silva and Martínez, 2014) 

16 Red pepper 0.0220 0.0510 0.982 (Silva and Martínez, 2014) 

17 chamomile 0.0053 0.0339 0.996 (Povh et al., 2001) 

18 chamomile 0.0049 0.0320 0.994 (Povh et al., 2001) 

19 chamomile 0.0058 0.0390 0.995 (Povh et al., 2001) 

20 chamomile 0.0075 0.0391 0.994 (Povh et al., 2001) 

21 chamomile 0.0046 0.0219 0.994 (Povh et al., 2001) 

22 chamomile 0.0030 0.0528 0.998 (Povh et al., 2001) 

23 chamomile 0.0063 0.0324 0.998 (Povh et al., 2001) 

24 chamomile 0.0052 0.0376 0.984 (Povh et al., 2001) 

25 chamomile 0.0039 0.0539 0.996 (Povh et al., 2001) 

26 chamomile 0.0079 0.0440 0.985 (Povh et al., 2001) 

27 Ginger 0.0037 0.6465 0.985 (Martinez et al., 2003) 

28 Ginger 0.0025 0.0450 0.958 (Martinez et al., 2003) 

29 Ginger 0.0038 0.0494 0.964 (Martinez et al., 2003) 

30 Ginger 0.0033 0.0421 0.978 (Martinez et al., 2003) 

31 Ginger 0.0084 0.0342 0.994 (Zancan et al., 2002) 

32 Ginger 0.0078 0.0375 0.982 (Zancan et al., 2002) 

33 Ginger 0.0070 0.0251 0.992 (Zancan et al., 2002) 

34 Ginger 0.0086 0.0208 0.980 (Zancan et al., 2002) 
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 379 

 380 

Figure 1. General shape of the Overall Extraction Curve (OEC): effect of mass transfer 381 

coefficient and interfacial area.    382 
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 385 

 386 

Figure 2. Correlation between BIC model mass transfer coefficient in the supercritical fluid 387 

phase (𝑘𝑌𝐴) and the CO2 flow rate (𝑄) of nine OECs corresponding to calendula SFE (López-388 

padilla et al., 2017) at constant bed porosity and constant mean particle diameter ( 𝑅2 =389 

0.9676 ). 390 
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 393 

Figure 3. Comparison between BIC and Barton models in the fitting of calendula OECs 11 and 17 of Table 2. 394 
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 403 

Figure 4. Correlation between Barton model kinetic constant (𝑘) and the CO2 flow rate (𝑄) 404 

of nine OECs corresponding to calendula SFE at constant bed porosity and constant mean 405 

particle diameter ( 𝑅2 = 0.9906 ). 406 
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 419 

 420 

Figure 5. Correlation between Barton model kinetic constant (𝑘) and the CO2 flow rate (𝑄) 421 

of OECs obtained in NOVALINDUS Platform (Table 2) with bed porosity in the range of 0.59-422 

0.82 and particle diameter in the range of 250-1000 µm.  𝑅2 = 0.9624. 423 

 424 

 425 

 426 

 427 

 428 

 429 

 430 

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

k 
(m

in
-1

)

Q  Sc2  a0 / (D  L  CO2) (min-1)

0.00

0.01

0.02

0.03

0.04

0.05

0.06

0 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000

k
(m

in
-1

)

Q × Sc2 × a0 / (D × L × CO2)  (min-1)



 431 

 432 

 433 

 434 

Figure 6. Correlation between Barton model kinetic constant (𝑘) and the CO2 flow rate (𝑄) 435 

of OECs of Tables 2 and 3. () NOVALINDUS (Fornari et al., 2012; García-Risco et al., 2011a; 436 

López-padilla et al., 2017; López-Padilla et al., 2016b; Villanueva-Bermejo et al., 2017); () 437 

Red pepper (Silva and Martínez, 2014); () Chamomile (Povh et al., 2001); () Ginger 438 

(Martinez et al., 2003; Zancan et al., 2002).  𝑅2 = 0.8651. 439 
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4. DISCUSIÓN GENERAL 
 

La SFE es una tecnología muy valorada en sectores diversos como la alimentación, la 

cosmética y la farmacia, debido a su capacidad de recuperar de forma eficiente y sostenible 

una gran cantidad de sustancias con actividades biológicas presentes en los materiales de 

origen natural. Frente a otras tecnologías de extracción posee la ventaja de emplear un 

disolvente GRAS (General Recognized As Safe) como es el dióxido de carbono, puro o 

mezclado con cosolventes, haciendo de la SFE una tecnología versátil, eficaz y respetuosa 

con el medio ambiente, siendo prueba de ello la gran variedad de sus aplicaciones en 

investigación, desarrollo e innovación, destacándose particularmente las orientadas a la 

producción de ingredientes alimentarios funcionales [27,180,181]. 

Usualmente, un proceso de SFE se estudia en primer lugar a escala analítica y/o 

laboratorio, con el fin de optimizar las condiciones de extracción, tales como temperatura, 

presión, caudal de disolvente, tamaño de partículas, porosidad del lecho, para lograr el 

objetivo deseado (máximo rendimiento, máxima concentración de un determinado 

componente, máxima acción biológica, etc.). En este sentido, el estudio de la cinética de 

extracción (overall extraction curve, OEC) es muy importante para determinar el tiempo 

óptimo de extracción. El tiempo de extracción fija la productividad del proceso y, 

consecuentemente, es esencial para estimar su beneficio económico 

El escalado de un proceso de producción SFE significa esencialmente reproducir la 

misma cinética de extracción en celdas de diferente tamaño y/o forma. En general, las celdas 

de extracción son cilíndricas, por lo que los parámetros que determinan la geometría del 

proceso son el diámetro y la longitud de la celda. Asimismo, las condiciones de extracción 

que no dependen de la cantidad de material procesado, como son la temperatura y la presión, 

se mantienen constantes en las distintas escalas de producción, puesto que ellas determinan 

las propiedades intensivas de la extracción, como son la densidad y viscosidad del 

disolvente, así como la solubilidad de los solutos. Otras propiedades como tamaño de 

partícula y porosidad del lecho empacado se intentan reproducir al pasar de pequeña a gran 

escala, aunque el control de esas variables en el cambio de escala muchas veces no es fácil. 

Por ejemplo, se ha descrito en algunos trabajos de escalado que las aglomeraciones del 

material a extraer y la consecuente canalización del flujo del disolvente supercrítico, se 

producen más fácilmente en celdas grandes que en celdas pequeñas, aun manteniendo el 

mismo tamaño de partícula del material vegetal [42]. En cambio, otros 
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autores han reportado en ciertos procesos de extracción SFE un incremento en el rendimiento 

de extracción al aumentar la escala de producción [41,182]. 

La cinética de la extracción se caracteriza principalmente por los siguientes parámetros: 

el coeficiente de transferencia masa del proceso (𝑘) y el área superficial accesible al 

disolvente (𝑎0). El aumento de 𝑘 y/o de 𝑎0 significa un aumento de la velocidad de 

extracción. Asimismo, es necesaria una buena difusión de los solutos en el fluido supercrítico 

para garantizar la eliminación de los mismos en las cercanías de la superficie de las 

partículas, contribuyendo así al proceso de extracción. Para determinar estos parámetros 

básicos que describen la SFE hay una gran variedad de modelos matemáticos, cada uno con 

más o menos hipótesis, complejidad de cálculo, fiabilidad, así como capacidad predictiva. 

En la sección 1.3.2 de la Introducción de esta Tesis se presenta una revisión de los modelos 

teóricos disponibles en la bibliografía para calcular el coeficiente de transferencia de masa, 

así como de los métodos publicados para el cálculo del coeficiente de difusión. 

El Instituto de Investigación en Ciencias de la Alimentación (CIAL UAM-CSIC) 

dispone de la Plataforma de Innovación Alimentaria Industrial (Novalindus), que cuenta 

con varias plantas de extracción SFE de diferentes escalas de producción. En esta plataforma 

se ha venido trabajando intensamente en la extracción de una gran variedad de materiales de 

origen vegetal, para la obtención de ingredientes alimentarios funcionales. Entre estos 

extractos con actividad biológica se investigaron en Novalindus los procedentes de romero  

(Rosmarinus officinalis), con propiedades inhibitorias de la proliferación de células 

cancerígenas en el hígado [16]; el fraccionamiento de extractos de romero (R. officinalis) 

para mejorar su actividad antioxidante [183]; la obtención de extractos de espinaca 

(Spinacea olearecea) y la evaluación de su actividad antioxidante y propiedades 

antiinflamatorias [184]; la extracción simultánea de romero (R. officinalis) y espinaca (S. 

oleracee) y la posterior evaluación de la actividad antioxidante de sus extractos [171]; los 

extractos de tomillo (Thymus zygis) y orégano (Origanum vulgare), con propiedades 

antimicrobianas [170]; la extracción de diferentes especies de tomillo (Thymus vulgaris, 

Thymus hyemalis y Thymus zygis) para obtener extractos con efectos antivirales [185]; los 

extractos de milenrama (Achillea milefolium) y su efecto antiproliferativo en células 

cancérigenas pancreáticas [164], los procedentes del brezo (Calluna vulgaris) con efecto 

antiviral frente el virus de la hepatitis C [186], la extracción y recuperación del ácido 

betulínico a partir de la corteza del plátano (Platanus acerifolia L.) [17] entre otros. 
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En este sentido, es de gran importancia para la Plataforma Novalindus el estudio del 

escalado de procesos SFE de lecho fijo en batch, con el objetivo de desarrollar un método 

práctico y confiable para pasar de una escala a otra dentro de la misma plataforma, así como 

para desarrollar herramientas que permitan estimar la escala industrial, contribuyendo al 

análisis y evaluación de la productividad y el balance beneficio-costo del proceso de 

extracción. Estas herramientas significan una contribución adicional a los servicios que la 

Plataforma Novalindus puede ofrecer al sector industrial y a empresas de base tecnológica.  

La discusión de los trabajos llevados a cabo en esta Tesis para lograr desarrollar estas 

herramientas de escaldo puede organizarse según se indica a continuación: 

(1) Obtención de datos experimentales de cinéticas de extracción en la Plataforma Novalindus 

y recopilación de datos de la bibliografía 

(2) Desarrollo de un método simple para calcular el coeficiente de difusión del extracto en SC-

CO2 (cálculo del número de Schmidt) 

(3) Criterios semi-empíricos de escalado y modelos teóricos para el cálculo del coeficiente de 

transferencia de masa 

(4) Desarrollo de una correlación generalizada para relacionar el coeficiente de transferencia de 

masa del proceso de extracción con el caudal de CO2 

 

La discusión de los desarrollos y resultados alcanzados en cada uno de estos apartados se 

presenta a continuación. 

 

4.1 Obtención de datos experimentales de cinéticas de extracción en la 

Plataforma Novalindus y recopilación de datos de la bibliografía 

 

En esta tesis se ha estudiado el escalado de procesos SFE llevados a cabo en las plantas 

de extracción de la Plataforma Novalindus, utilizando tres diferentes escalas de producción 

según se ha indicado en el plan de trabajo. Se llevaron a cabo cinéticas de extracción (OEC) 

de los siguientes materiales (a) mortiño (Vaccinium meridionales Swartz) y (b) flor de 

Caléndula (Calendula officinalis). Las condiciones de extracción, características de la celda 

de extracción y material utilizado en cada caso se muestran en la Tabla 4.1. No obstante, 

para el desarrollo de una correlación generalizada, también se incluyeron en este trabajo los 

estudios cinéticos de otros materiales vegetales, llevados a cabo en la Plataforma Novalindus 

con anterioridad a esta tesis (ver Tabla 4.2).  
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Tabla 4.1. OECs obtenidas en la Plataforma Novalindus durante el desarrollo de esta 

Tesis. 

 

Material vegetal 
D   

(m) 

L    

(m) 

V×103 

 (m3) 

F   

(kg) 

Q×103    

(kg/s) 

T  

(K) 

P  

(bar) 
Referencia 

1 Origanum 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 313 300 [170] 

2 Sage 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 313 300 [170] 

3 Thyme 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 313 300 [170] 

4 Rosemary 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 313 300 [170] 

5 Rosemary 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 314 300 [14] 

6 Rosemary 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 315 300 [14] 

7 Thyme 0.076 0.416 1.89 0.55 0.67 313 300 [14] 

8 Yarrow 0.067 0.383 1.35 0.40 1.20 313 140 [175] 

9 Calendula 0.043 0.188 0.27 0.09 0.25 313 140 [187] 

10 Calendula 0.043 0.188 0.27 0.09 0.50 313 140 [187] 

11 Calendula 0.043 0.188 0.27 0.09 0.75 313 140 [187] 

12 Calendula 0.043 0.188 0.27 0.09 0.50 313 240 [187] 

13 Calendula 0.043 0.188 0.27 0.09 0.50 313 340 [187] 

14 Calendula 0.067 0.383 1,35 0.45 0.60 313 140 [187] 

15 Calendula 0.067 0.383 1,35 0.45 1.23 313 140 [187] 

16 Calendula 0.107 0.570 5.13 1.71 1.54 313 140 [187] 

17 Calendula 0.107 0.570 5.13 1.71 4.70 313 140 [187] 

18 Mortiño 0.043 0.188 0.27 0.16 0.53 313 300 [22] 

19 Mortiño 0.067 0.383 1.35 0.80 2.63 313 300 [22] 
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Tabla 4.2. OECs de la Plataforma Novalindus previas a esta Tesis 

 

Material vegetal 
D   

(m) 

L    

(m) 

V×103 

(m3) 

F   

(kg) 

Q×103   

(kg/s) 

T  

(K) 

P       

(bar) 
Referencia 

1 Origanum 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 313 300 [170] 

2 Sage 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 313 300 [170] 

3 Thyme 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 313 300 [170] 

4 Rosemary 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 313 300 [170] 

5 Rosemary 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 314 300 [14] 

6 Rosemary 0.076 0.416 1.89 0.60 1.00 315 300 [14] 

7 Thyme 0.076 0.416 1.89 0.55 0.67 313 300 [14] 

8 Yarrow 0.067 0.383 1.35 0.40 1.20 313 140 [175] 

 

Asimismo, se consideraron 34 OECs compiladas de la bibliografía, las que 

corresponden a cinéticas de extracción llevadas a cabo en otras plantas de extracción 

diferentes a las disponibles en Novalindus y con otros materiales de extracción (ver Tabla 

4.3). 
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Tabla 4.3. OECs compiladas de la bibliografía y obtenidas en unidades de extracción 

diferentes a las de la Plataforma Novalindus. 

 
Material vegetal 

D  

(m) 

L  

(m) 

V×104 

(m3) 

F  

(kg) 

Q×103   

(kg/s) 

T  

(K) 

P   

(bar) 
Referencia 

1 Red pepper 0.030 0.075 0.53 0.024 0.402 313 150 [106] 

2 Red pepper 0.030 0.129 0.91 0.042 0.402 313 150 [106] 

3 Red pepper 0.054 0.125 2.86 0.128 0.402 313 150 [106] 

4 Red pepper 0.054 0.125 2.86 0.125 0.402 313 150 [106] 

5 Red pepper 0.054 0.125 2.86 0.125 0.285 313 150 [106] 

6 Red pepper 0.054 0.125 2.86 0.125 0.170 313 150 [106] 

7 Red pepper 0.030 0.129 0.91 0.040 0.170 313 150 [106] 

8 Red pepper 0.030 0.129 0.91 0.042 0.170 313 150 [106] 

9 Red pepper 0.030 0.129 0.91 0.041 0.170 313 150 [106] 

10 Red pepper 0.030 0.075 0.53 0.023 0.285 313 150 [106] 

11 Red pepper 0.030 0.075 0.53 0.024 0.285 313 150 [106] 

12 Red pepper 0.030 0.075 0.53 0.024 0.285 313 150 [106] 

13 Red pepper 0.030 0.129 0.91 0.041 0.285 313 150 [106] 

14 Red pepper 0.030 0.075 0.53 0.023 0.402 313 150 [106] 

15 Red pepper 0.030 0.129 0.91 0.040 0.402 313 150 [106] 

16 Red pepper 0.030 0.129 0.91 0.041 0.402 313 150 [106] 

17 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.067 303 100 [188] 

18 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.067 303 120 [188] 

19 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.067 303 160 [188] 

20 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.067 303 200 [188] 

21 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.067 313 100 [188] 

22 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.033 313 120 [188] 

23 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.067 313 120 [188] 

24 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.067 313 160 [188] 

25 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.033 313 160 [188] 

26 chamomile 0.040 0.166 2.09 0.075 0.067 313 200 [188] 

27 Ginger 0.028 0.375 2.31 0.080 0.056 313 250 [48] 

28 Ginger 0.028 0.375 2.31 0.080 0.056 303 150 [48] 

29 Ginger 0.028 0.375 2.31 0.080 0.056 313 200 [48] 

30 Ginger 0.028 0.375 2.31 0.080 0.056 313 150 [48] 

31 Ginger 0.028 0.387 2.38 0.008 0.059 298 200 [189] 

32 Ginger 0.028 0.387 2.38 0.008 0.060 298 250 [189] 

33 Ginger 0.028 0.387 2.38 0.008 0.059 308 200 [189] 

34 Ginger 0.028 0.387 2.38 0.008 0.059 308 250 [189] 
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4.2 Desarrollo de un método simple para calcular el coeficiente de difusión del 

extracto en SC-CO2 (cálculo del número de Schmidt) 

 

En un proceso de extracción SFE, el número de Schmidt (Sc) caracteriza el flujo 

conectivo, vinculando el coeficiente de difusión de los solutos en el disolvente (𝐷12) con las 

propiedades fisicoquímicas del medio (densidad 𝜌 y viscosidad 𝜇 de la fase fluida): 

𝑆𝑐 =
𝜇

𝜌𝐷12
       (Ecuación 1.28) 

Para estimar el coeficiente de difusión de solutos en SC-CO2 existen muchos modelos 

teóricos y semi-teóricos disponibles en la bibliografía, todas orientados al cálculo del 

coeficiente de difusión de compuestos puros. No sólo las ecuaciones de la bibliografía sino 

también los datos experimentales disponibles corresponden a sistemas binarios componente 

+ CO2 [190,191].  

Estas ecuaciones contienen parámetros puros del soluto (masa molar, volumen crítico, 

volumen molar a punto de ebullición normal, tensión superficial, etc.) así como propiedades 

fisicoquímicas del disolvente supercrítico (densidad, viscosidad, parámetros críticos), 

además de los parámetros específicos de la correlación. En general, cuanto mayor es la 

precisión del modelo, mayor es el número de parámetros requeridos. 

Por ejemplo, la ecuación de Wilke-Chang [130] es una de las correlaciones más 

populares, con desviaciones promedio de un 10% para 600 datos experimentales de 

coeficientes de difusión de diferentes tipos de solutos en SC-CO2. Asimismo, las ecuaciones 

propuestas recientemente por Magalhães y col. [192] , aplicables a moléculas 

extremadamente distintas en términos de tamaño, forma y polaridad, presentan desviaciones 

globales inferiores al 3%, habiendo sido probadas con una gran base de datos (539 sistemas 

binarios y 8219 datos). Estas ecuaciones se basan en expresiones que dependen únicamente 

de la temperatura y/o densidad y/o viscosidad del disolvente. No obstante, las ecuaciones 

implican dos parámetros de ajuste específicos para cada compuesto puro.  

A pesar de que existen buenas correlaciones en la bibliografía para representar la 

difusión de un soluto puro en SC-CO2, no hay información experimental ni métodos 

desarrollados para extractos de materiales de origen vegetal, los que, en general, son mezclas 

multicomponentes.  
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En esta tesis se estudió las variaciones del coeficiente de difusión de familias de 

compuestos con afinidad lipídica, presentes en los materiales de origen vegetal y fácilmente 

extraíbles con SC-CO2, en función de la temperatura y presión del proceso de extracción. Se 

estudiaron los monoterpenos y sesquiterpenos, representando a los aceites esenciales, los 

ácidos grasos, y los triglicéridos representando a los aceites fijos. Cada una de estas familias 

de compuestos presentan propiedades distintivas en cuanto a tamaño molecular y volatilidad, 

tal y cómo se resumen en la Tabla 4.4. 

Tabla 4.4. Propiedades fisicoquímicas de las familias de compuestos estudiadas en esta 

Tesis para el cálculo del coeficiente de difusión en SC-CO2 

 

Familia de compuestos 
Punto normal de 

ebullición (ºC) 

Peso molecular  

(g·mol-1) 

Monotepenos y sesquiterpenos 

(aceites esenciales) 
150 - 230 108 - 165 

Ácidos grasos 169-450 280 - 356 

Triglicéridos (aceites fijos) > 800 885 - 1137 

 

La recopilación de una gran cantidad de datos experimentales de coeficientes de 

difusión de componentes puros en SC-CO2 (170 datos de monoterpenos y sesquiterpenos, 

843 datos de ácidos grasos y 178 de triglicéridos) permitió demostrar que las sustancias de 

la misma familia química, con masa molecular y volatilidad similares, tienen coeficientes de 

difusión muy similares. Sin embargo, se observaron diferencias significativas entre el 

coeficiente de difusión de un aceite volátil, un ácido graso y un triglicérido.  

Sobre la base de estas observaciones, en esta Tesis se derivaron tres correlaciones 

generales y simples para estimar el coeficiente de difusión de extractos vegetales tipo, aceites 

volátiles, ácidos grasos y aceites fijos, en función exclusivamente de la presión y temperatura 

de extracción. Se consideró un total de 30 diferentes sistemas binarios soluto + SC-CO2 

(1191 datos) y se obtuvieron en todos los casos desviaciones inferiores al 13%. 

La figura 4.1 permite interpretar gráficamente los conceptos demostrados en esta Tesis. 

Se observan los resultados de las correlaciones desarrolladas (líneas punteadas) a 

temperatura constante de 40 C (313 K) por familia de compuesto, y se comparan con los 

datos experimentales de algunas sustancias puras de la familia correspondiente. Como puede 
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observarse en la figura, a temperatura constante, existen diferencias significativas en función 

de la presión de los coeficientes de difusión de compuestos de diferente familia, mientras 

que son mucho menores las diferencias correspondientes a compuestos de una misma 

familia. 

 

Figura 4.1 Correlaciones generalizadas para la predicción de coeficientes de difusión 

en CO2 supercrítico según familia de compuestos a 313 K.  

Las correlaciones desarrolladas en esta Tesis para el cálculo del coeficiente de difusión 

de extractos tipo (aceites esenciales, ácidos grasos y aceites fijos) se encuentran publicadas 

en el trabajo “Study of the diffusion coefficient of solute-type extracts in supercritical carbon 

dioxide: Volatile oils, fatty acids and fixed oils” en el Journal of Supercritical Fluids, 109 

(2016) 148–156 [109].  
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4.3 Criterios semi-empíricos de escalado y modelos teóricos para el cálculo del 

coeficiente de transferencia de masa 

 

El modelo BIC [75,93] se aplicó para representar las cinéticas de extracción de mortiño 

y caléndula, obtenidas experimentalmente en la Plataforma Novalindus. Las condiciones de 

extracción de las distintas OECs y los correspondientes coeficientes de transferencia de masa 

en la fase fluida (kYA) obtenidos, se muestran en la tabla 4.5 para el mortiño y en las tablas 

4.6 y 4.7 para la caléndula.  

 

En el procedimiento de escalado, se aplicaron dos reglas de pulgar de la ingeniería, muy 

utilizadas en la bibliografía, con el objetivo de estimar el caudal de SC-CO2 necesario al 

pasar a una celda de extracción pequeña a un mayor tamaño, manteniendo la presión y 

temperatura de operación, así como el tamaño de partícula del material a extraer y la 

porosidad del lecho fijo. Los criterios de escalado analizados fueron: (i) mantener la 

velocidad lineal del SC-CO2 constante; (ii) mantener el tiempo de residencia del SC-CO2 

constante. 

 

Tabla 4.5 Coeficientes de transferencia de masa en la fase fluida (kYA) ajustados mediante 

el modelo BIC de las OECs de mortiño obtenidas a 313 K y 300 bar en la unidad de pequeña 

escala (2.7×10-4 m3) de la Plataforma Novalindus.  = 0.589; Xo = 0.0332; Xk = 0.0180. 

 

Volumen (m3) 2.7×10-4 1.35×10-3 

  
 

velocidad constante 
tiempo de              

residencia constante 

F (kg) 0.160 0.800 0.800 

Q ×104 (kg·s-1) 5.33 0.13 0.26 

kYA × 102 (s-1) 0.00490 - 0.00490 
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Tabla 4.6 Coeficientes de transferencia de masa en la fase fluida (kYA) ajustados mediante 

el modelo BIC de las OECs de caléndula obtenidas a 313 K y diferentes condiciones de 

presión y caudales de SC-CO2 en la unidad de pequeña escala de la Plataforma Novalindus. 

 = 0.763; Xo = 0.0745; Xk = 0.0450. 

 

Volumen (m3) 2.7×10-4 

 P = 140 bar P = 240 bar P = 340 bar 

F (kg) 0.090 0.090 0.090 0.090 0.090 

Q ×104 (kg·s-1) 2.5 5.0 7.5 5.0 5.0 

kYA × 102 (s-1) 0.420 0.570 0.940 0.97 1.50 

 

Tabla 4.7 Coeficientes de transferencia de masa en la fase fluida (kYA) ajustados mediante 

el modelo BIC de las OECs de caléndula obtenidas a 140 bar, 313 K y diferentes caudales 

de SC-CO2 en las unidades de mayor escala 1.35×10-3 y 5.19×10-3 m3 de la Plataforma 

Novalindus.  = 0.763; Xo = 0.0745; Xk = 0.0450. 

 

Volumen (m3) 1.35×10-3 5.19×10-3 

  velocidad 

constante 

tiempo de residencia 

constante 

velocidad 

constante 

tiempo de              

residencia constante 

F (kg) 0.450 0.450 1.710 1.710 

Q ×104 (kg·s-1) 6.0 12.3 15.5 47.0 

kYA × 102 (s-1) 0.45 0.35 0.33 0.75 

 

 

Mientras que el modelo BIC predice que el criterio de mantener el tiempo de residencia 

constante debería ser adecuado para el escaldo de la SFE de ambos materiales (mortiño y 

caléndula), los resultados experimentales obtenidos en celdas de extracción de escala mayor, 

demuestras discrepancias con las predicciones del modelo teórico en el caso del escaldo SFE 

de caléndula. Esto es, al igual que en estudios realizados por otros autores [40,59,63,65], de 

este análisis se comprueba que, aun habiendo evaluado únicamente dos criterios semi-

empíricos para predecir el caudal de SC-CO2 necesario para ampliar la escala de producción, 

y habiendo analizado sólo dos materiales vegetales diferentes, no existe un único criterio 

válido para el escalado SFE. 
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En el caso del mortiño, el cambio de escala fue de una celda de 2.7×10-4 m3 a una de 

1.35×10-3 m3 (factor de escalado = 5). El criterio de mantener el tiempo de residencia 

constante resultó excelente, reproduciendo muy satisfactoriamente los tiempos de los 

periodos o etapas de extracción según el modelo BIC (CER, FER, DC) en la celda de 

extracción de mayor tamaño (ver Figura 3.2).  

 

Figura 4.2 Escalado de la SFE de mortiño (Vaccinium meridionale Swartz) desde una 

celda de extracción de 2.7×10-4 m3 (escala laboratorio) a una de 1.35×10-3 m3 (escala piloto). 

Las líneas corresponden al ajuste y/o predicciones del modelo BIC y los símbolos a los datos 

experimentales obtenidos en cada una de las unidades. 

Los resultados del escalado de mortiño se publicaron en el artículo “Vaccinium 

meridionale Swartz Supercritical CO2 Extraction: Effect of Process Conditions and Scaling 

Up”  Materials, 9:519 (2016) 1-10 [193].  

En cuanto a los ensayos SFE de caléndula obtenidos a escala laboratorio (2.7×10-4 m3) 

se observó un notable efecto de la presión sobre el rendimiento de extracción a temperatura 

y caudal de CO2 constantes, con rendimientos de extracción considerablemente mayores a 

los reportados por otros autores, como el caso de Campos y col. [194], en el mismo rango 

de temperatura y presión. Las diferencias encontradas en estos resultados pueden ser 

consecuencia una mayor relación entre el caudal de CO2 y la cantidad de materia prima 
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utilizada, así como el origen de la planta y el proceso de acondicionamiento previo a la 

extracción. Todas las cinéticas de extracción experimentales de caléndula, obtenidas en las 

diferentes escalas de producción, se ajustaron satisfactoriamente al modelo BIC con errores 

menores a 11.4%, y obteniéndose los correspondientes coeficientes de transferencia de masa 

en fase fluida (kYA).  

En el estudio del escaldo, se aplicaron también los criterios de velocidad constante o 

tiempo de residencia constante, y se llevó a cabo experimentalmente a 140 bar y 313 K desde 

la celda de extracción pequeña de 2.7×10-4 m3 a celdas de mayor tamaño, de 1.35×10-3 m3 

(factor de escalado = 5) y 5.16×10-3 m3 (factor de escalado = 19) respectivamente. Si bien 

según el modelo BIC, el criterio de mantener constante el tiempo de residencia del SC-CO2 

debería proporcionar una muy buena estimación del caudal de disolvente para ambos 

factores de escalado (igual que en el caso del mortiño), los resultados experimentales de SFE 

de caléndula no concuerdan en ninguna de las dos escalas con la predicción teórica. Más 

aún, en el caso de un factor de escala de 5 el criterio de tiempo de residencia constante resultó 

ser el más aproximado, mientras que el criterio de mantener constante la velocidad del SC-

CO2 fue más acertado para el factor de escala de 19. Las figuras 3.3. y 3.4 muestran 

gráficamente estos resultados. 
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Figura 4.3 Estudio del escalado SFE de caléndula a 313 K, 14 MPa y porosidad del lecho 

constante ( = 0.763) a partir de una celda VA (2.7×10-4 m3) hasta una VB (1.35×10-3 m3), 

empleando un factor de escalado de 4.95. Líneas grises y negras representan las predicciones 

del modelo BIC utilizando los criterios de mantener la velocidad lineal constante (Ecuación 

(1.6)) y mantener constante el tiempo de residencia (Ecuación (1.5)), respectivamente: (---) 

etapa CER; () etapa FER; () etapa DC. Símbolos representan los datos experimentales: 

() escala laboratorio VA, Q = 2.5×10-4 kg·s-1; () escala piloto, VB, utilizando la Ecuación  

(1.5); () escala piloto, VB, utilizando la Ecuación (1.6). 
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Figura 4.4 Escalado SFE de caléndula a  313 K, 14 MPa y porosidad del lecho constante ( 

= 0.763) desde una celda VA (2.7×10-4 m3) hasta VC (5.16×10-3 m3), utilizando un factor de 

escalado de  19.08). Líneas grises y negras representan las predicciones del modelo BIC 

utilizando la Ecuación 1.6 y 1.5, respectivamente: (---) etapa CER; () etapa FER; () 

etapa DC. Símbolos representan datos experimentales: () VA, Q = 2.5×10-4 kg·s-1; () VC, 

Ecuación. (1.5); () VC, Ecuación (1.6).  

 

Los resultados vinculados al estudio del escalado SFE de caléndula han sido publicados 

en el artículo “Supercritical carbon dioxide extraction of Calendula officinalis: kinetic 

modeling and scaling up study”, Journal of Supercritical Fluids (2017) (en prensa) [187]. 

  

4.4 Desarrollo de una correlación generalizada para relacionar el coeficiente de 

transferencia de masa del proceso de extracción con el caudal de CO2 

 

Teniendo en cuenta que ninguno de los criterios semi-empíricos utilizados para predecir 

el caudal de SC-CO2 en los procesos de escalado estudiados (mortiño y caléndula) fue 

completamente satisfactorio, se planteó generar una correlación generalizada entre el 

coeficiente de transferencia de masa del proceso de extracción y el caudal de CO2, teniendo 

en cuenta también otras importantes variables de la extracción, tales como la geometría de 

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

0 50 100 150 200 250 300

yi
el

d 
(%

) 
  g

time (min)



CAPÍTULO 4 | DISCUSIÓN GENERAL 

182 
 

la celda y las condiciones de temperatura y presión, que definen la densidad y viscosidad del 

SC-CO2, así como el comportamiento difusivo del extracto. 

En primer lugar, se consideraron todas las cinéticas de extracción obtenidas para la 

caléndula (nueve en total), en las diferentes condiciones de temperatura y presión de 

extracción experimentales, y en las tres diferentes escalas de producción utilizadas. Los 

coeficientes de trasferencia de masa del modelo BIC (kYA) pudieron ser vinculados con el 

caudal de SC-CO2 (Q) con un alto grado de correlación (R2 = 0.9767) cuando se consideraron 

también las variables geométricas de la celda de extracción (D y L) así como el número de 

Schmidt. Estos resultados se incluyen en el trabajo publicado y citado anteriormente 

(“Supercritical carbon dioxide extraction of Calendula officinalis: kinetic modeling and 

scaling up study”, Journal of Supercritical Fluids (2017) (en prensa) [187]). 

No obstante, con miras a extender esta correlación a otros materiales y a otras unidades 

de extracción de la bibliografía, fue necesario aplicar un modelo más simple para determinar 

el coeficiente de transferencia de masa, puesto que el modelo BIC demanda el conocimiento 

de ciertas propiedades del material vegetal muchas veces no disponibles en las OECs 

reportadas en la bibliografía, como por ejemplo la densidad del material vegetal y/o el grado 

de rotura de la pared exterior (células rotas).  

Así, se utilizó el modelo de Barton, descrito en la Introducción de esta Tesis, como un 

método sencillo matemáticamente y muy práctico (sólo demandara los datos cinéticos) para 

estimar el coeficiente de transferencia de masa:  

𝑌 =  𝑌∞(1 − 𝑒𝑥𝑝{−𝑘𝑡})       (Ecuación 1.8) 

Donde Y es el rendimiento de extracción (kg/kg), t es el tiempo,  𝑌∞ es el valor de 

rendimiento para un tiempo de extracción infinito (𝑡  ∞) y k es la constante cinética de 

Barton. Al representar gráficamente 𝑙𝑛(1 − 𝑌 𝑌∞⁄ ) vs t es posible mediante una regresión 

lineal ajustar simultáneamente los parámetros k y 𝑌∞ para minimizar el coeficiente de la 

regresión. Así, se ajustaron al modelo de Barton todas las OECs obtenidas 

experimentalmente en esta Tesis, así como las obtenidas de la bibliografía, determinando en 

cada caso los correspondientes parámetros k y 𝑌∞. 

Se demostró que la correlación desarrollada utilizando los kYA del modelo BIC para las 

OECs de caléndula (R2 = 0.9767)  mantuvo un alto grado de correlación (𝑅2 = 0.9906) 
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cuando los kYA fueron reemplazados por los coeficiente k de Barton ajustados (ver figura 

3.5).  

  

 

Figura 4.5 Correlación entre el coeficiente de trasferencia de masa y el caudal de SC-CO2 

(𝑄) de nueve OECs de caléndula obtenidas en diferentes condiciones de extracción y en 

diferentes escalas de producción, pero manteniendo constante el tamaño de partícula del 

material y la porosidad del lecho fijo. (a) Coeficientes de transferencia de masa según el 

modelo BIC ( 𝑅2 = 0.9767 ); (b) Coeficientes de transferencia de masa según el modelo de 

Barton ( 𝑅2 = 0.9906 ). 

 

Para extender esta correlación a otras cinéticas de extracción obtenidas en la 

Plataforma Novalindus para otros materiales vegetales (en total 19 OECs) fue necesario 

considerar tanto el tamaño de partícula (dp) como la porosidad del lecho fijo (), tal y como 

se muestra en la figura 3.6.  
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Figura 4.6 Correlación entre la constante cinética de Barton (𝑘) y el caudal de SC-CO2 (𝑄) 

de 19 OECs obtenidas en la Plataforma Novalindus, en diferentes condiciones de extracción 

y escalas de producción, de 7 materiales vegetales diferentes, porosidades en el rango 0.59-

0.82 y tamaños de partícula entre  250 y 1000 µm.  𝑅2 = 0.9624. 

 

El alto grado de correlación obtenido ( 𝑅2 = 0.9624) permiten suponer que esta 

correlación puede ser una herramienta útil en el escalado de la SFE dentro de las unidades 

de la Plataforma Novalindus. No obstante, la extensión de la correlación a otras 34 OECs 

obtenidas de la bibliografía, abarcando 10 materiales vegetales diferentes, temperaturas en 

el rango de 298-333 K, presiones de 100-300 bar, tamaños de partícula entre 250 a 1400 µm, 

celdas de extracción entre 50 y 5200 cm3 y porosidades en el rango de 0.59-0.97, redujo el 

coeficiente de regresión a  𝑅2 = 0.8651. 
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5. CONCLUSIONES 

 

Sobre los estudios de escaldo de mortiño y caléndula 

En esta Tesis se ha estudiado el escalado del proceso en batch de la extracción 

supercrítica con SC-CO2 de dos materiales vegetales (mortiño y caléndula) utilizando tres 

escalas de producción de la Plataforma Novalindus del CIAL (UAM-CSIC), combinando el 

modelo teórico BIC, para representar y predecir la transferencia de materia y el 

comportamiento cinético, con dos reglas de pulgar de la ingeniería, mantener la velocidad 

lineal o el tiempo de residencia del SC-CO2 constante.  

 El modelo BIC ha sido capaz de representar satisfactoriamente todas las cinéticas 

de extracción obtenidas experimentalmente, para los dos materiales estudiados, 

abarcando lechos fijos de 0.27 a 5.20 litros, presiones de 140 a 340 bar, caudales de 

SC-CO2 de 15 a 280 g/min, con errores inferiores a 11%.  

 Aunque el modelo BIC predice que el criterio de mantener constante el tiempo de 

residencia del SC-CO2 debería ser apropiado para escalar cualquiera de los dos 

procesos estudiados, los resultados experimentales demuestran que sólo en el caso del 

mortiño el criterio es adecuado, mientras que en el escalado de caléndula existen 

diferencias significativas respecto de cualquiera de los dos criterios aplicados. 

Sobre el cálculo del coeficiente de difusión y el coeficiente de transferencia de masa 

Con el objetivo de desarrollar una correlación con capacidad de abarcar ambos estudios 

de escalado se desarrollaron métodos simples para estimar los principales parámetros del 

proceso de extracción: el coeficiente de difusión y el coeficiente de transferencia de masa 

(k) del extracto en SC-CO2. 

 Se ha demostrado que el coeficiente de difusión de los solutos en SC-CO2 depende 

fuertemente del tipo de sustancias que se extrae, así como de la temperatura y de la 

presión de extracción. Así, se han desarrollado en esta Tesis correlaciones 

generalizadas para calcular el coeficiente de difusión de un extracto tipo (aceites 

esenciales, ácidos grasos o aceites fijos) en función únicamente de la temperatura y de 

la presión. Estas correlaciones simples conservan buena precisión cuando se las 

compara con otros métodos más complejos y/o que demandan varios parámetros. 
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 El modelo de Barton, por su simplicidad, permitió estimar el coeficiente de 

transferencia de masa utilizando únicamente los datos cinéticos, asimilando la curva 

de extracción (OEC) a una cinética de primer orden. Así, se calculó k para las 11 OECs 

obtenidas en esta Tesis y fue posible extender la base de datos, compilando de la 

bibliografía otras 8 OECs obtenidas en Novalindus en trabajos previos a esta Tesis y 

34 OECs de otros autores. 

 

Sobre el desarrollo de una correlación generalizada para el escaldo de la SFE 

Utilizando las correlaciones generalizadas desarrolladas en esta Tesis para calcular el 

coeficiente de difusión, y ecuaciones de la bibliografía para la densidad y viscosidad del SC-

CO2, fue posible estimar el número de Schmidt (Sc) del proceso. Este número adimensional 

resultó fundamental para correlacionar el coeficiente de transferencia de masa de las OECs 

con el caudal de SC-CO2 (Q) utilizado en el proceso de extracción, así como con las variables 

geométricas del lecho fijo, diámetro (D) y longitud (L) de la celda de extracción. 

 Para las 9 OECs de caléndula, obtenidas en distintas condiciones y escalas, 

pero siendo constante el tamaño de partícula (dp) y la porosidad del lecho (), se ha 

desarrollado en esta Tesis una relación entre el coeficiente de trasferencia de masa, sea 

calculado por el modelo BIC o por el modelo de Barton, con el caudal de SC-CO2. La 

regresión lineal,  𝑘 vs. 𝑄 × 𝑆𝐶
2/(𝐷 × 𝐿), fue de  𝑅2 = 0.9676 en el caso de 

correlacionar los coeficientes de transferencia de masa del modelo BIC y  𝑅2 = 0.9906 

para el modelo de Barton. 

 La extensión de esta relación para abarcar las OECs de mortiño y de otros 

materiales extraídos en la Plataforma Novalindus (romero, tomillo, orégano, salvia y 

milenrama) pudo llevarse a cabo al incluir dp y  como variables característicos del 

material vegetal, manteniéndose un alto grado de correlación ( 𝑅2 = 0.9624). No 

obstante, si bien puede observarse una tendencia general positiva, la aplicación de esta 

correlación a toda la base de datos (19 OECs Novalindus + 34 OECs de otros autores) 

redujo el coeficiente de regresión a  𝑅2 = 0.8651. 
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Así, como conclusión general, se deriva de esta Tesis una correlación práctica, 

matemáticamente simple de aplicar, que demanda pocos parámetros, con alto grado 

de regresión abarcando todas las cinéticas de extracción obtenidas en la Plataforma 

Novalindus, y que constituye una herramienta de base para continuar el análisis del 

escalado de procesos SFE de materiales de origen vegetal. Esta correlación podrá 

ser utilizada para estimar el caudal de SC-CO2 para realizar un cambio de escala 

dentro de la Plataforma Novalindus, y será modulada conforme los resultados y la 

ampliación de la base de datos.  
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Abstract 

BACKGROUND: Vaccinium meridionale Swartz (mortiño) constitute a source of bioactive 

phytochemicals, but the studies related to its efficient and green production is scarce.  

Pressurized liquid extraction (PLE) and ultrasound assisted extraction were compared for 

mortiño extraction. Total phenolic compounds (TPC) and antioxidant capacity (ABTS•+) 

were determined. Beef burgers with 2% of mortiño (MM) or its PLE extract (ME) were 

manufactured. Lipid oxidation (TBARS) and instrumental color changes were measured after 

refrigerated storage. 

RESULTS: High amounts of TPC (up to 72 g gallic acid/kg extract) were determined in 

mortiño extracts, which was positively correlated with the antioxidant activity. TBARS values 

of beef burgers containing either MM or ME did not change after refrigerated storage, 

whereas lipid oxidation of control burgers increased significantly. The color of the burgers 

was different from the control due to addition of either MM or ME (lower b* and a* values). 

However, the evolution of color after storage was similar between the control and ME 

samples. 

CONCLUSION: Mortiño extracts with high TPC can be obtained by PLE and either mortiño 

or its PLE extract are able to control the lipid oxidation of beef burgers, but PLE extract is 

preferred from the color quality point of view. 

Keywords: Pressurized liquid extraction, Ultrasound assisted extraction, mortiño, 

antioxidant, meat products 
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Introduction  

The genus Vaccinium comprises a group of plants that includes up to 450 species; the fruits 

(berries) of many species are consumed by humans. The berries constitute a source of 

various bioactive phytonutrients, including phenolic compounds, such as flavonoids, phenolic 

acids, lignans and polymeric tannins. 1, 2 Certain beneficial properties have been associated 

to the consumption of these berries, such as antioxidant, anti-diabetic, anti-hyperlipidemic, 

antiproliferative and neuroprotective activity. 3-7 

Particularly, Vaccinium meridionale Swartz (mortiño or Colombian blueberry) is one of the 

Vaccinium species which grows in the Andean region of South America at 2300–3300 m 

above the sea level. Several biological properties have been attributed to mortiño, and more 

specifically to its phenolic content. Lopera et al 8 evaluated the antioxidant properties and the 

effects against myocardial reperfusion injury of an aqueous extract obtained by mortiño 

fermentation. Maldonado-Celis et al 9 studied the cytotoxic and antiproliferative effects of a 

mortiño extract obtained by simply dissolving a certain amount of mortiño into distillated 

water. Gaviria Montoya et al 10 and Sequeda-Castañeda et al 11 evaluated, respectively, the 

inhibition of lipid peroxidation and the cytotoxic activity in fibroblastoma cell lines of mortiño 

extracts obtained by sequential extraction with acidic methanol. 

Despite all these health-promoting properties, there are no many studies related to the 

efficient and green production of Vaccinium meridionale extracts with high content of 

phenolic compounds. In this respect, Garzón et al 12 reported the chemical composition and 

phenolic profile of extracts obtained from mortiño by sequential extractions using methanol. 

Paes et al 13 studied the use of supercritical CO2 for the extraction of phenolic compounds 

from another Vaccinium species (Vaccinium myrtillus L.), obtaining extracts with antioxidant 

activity higher than that of the extracts produced with liquid solvents. Recently, López-Padilla 
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et al 14 investigated the kinetic behavior and scaling-up of the supercritical CO2 extraction of 

mortiño. Other efficient and green extraction technologies which are nowadays popular in 

the production of plant extracts, such as pressurized liquid extraction (PLE) or ultrasound 

assisted extraction (UAE) have not been previously reported for Vaccinium meridionale 

extracts.   

On the other hand, the use of natural antioxidants from fruits rich in phenolic compounds is 

currently quite popular within the research field of meat products. 15, 16 This is because they 

have shown potent activities against lipid oxidation, which is one of their main causes of 

deterioration and quality loss. Together with lipid oxidation, changes in meat color due to 

oxidative damage of myoglobin are another of the important reasons of quality deterioration 

of meat and meat products. This decreasing tendency is due to a gradual oxidation of the 

myoglobin and the increase of the metamyoglobin in dependence of time, which is a 

characteristic behavior in meat and meat products.  In this respect, previous studies have 

reported that diverse phenolic-rich extracts can also protect against myoglobin oxidation.  17, 

18 Furthermore, phenolic-rich extracts included as food ingredients might have the additional 

advantage of contributing with the own bioactive properties of these compounds. 16 In this 

respect, diverse examples can be found in the scientific literature concerning the use of 

berries in foodstuffs for antioxidant and functional purposes, including meat products. 19-21 

However, previous information on the potential use of mortiño as antioxidant ingredient in 

meat products has not been described.  

In this work, the use of green solvents (ethanol and water) combined with efficient extraction 

technologies, in particular PLE and UAE, were investigated to produce Vaccinium 

meridionale Swartz (mortiño) extracts with high content of phenolic compounds, high 

antioxidant activity, and thus, with potential use as a food ingredient. Furthermore, the 
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possible use of mortiño as antioxidant ingredient in meat preparations, specifically beef 

burgers, was tested and the lipid oxidation and color of the resulting products was evaluated 

in dependence of storage time. 

Materials and methods 

Solvents and reagents 

Ethanol (99.5 % purity), trichloroacetic acid (> 99 %) and sodium carbonate salt (≥ 99.5 %) 

were acquired from Panreac (Barcelona, Spain). Folin-Ciocalteu´s reagent, ABTS (2,20-

azino-bis(3-ethylbenzothiaoline-6-sulphonic acid), potassium persulfate, Trolox (6-hydroxy-

2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid), TBA (2-thiobarbituric acid) (≥ 98 %) and 

gallic acid standard (≥ 97.5 %) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 

Phosphate Buffered Saline 10X, pH 7.2 was acquired from Thermo Fisher (Waltham, MA, 

USA). 

Mortiño vegetal material  

Fresh and mature berries from plants between 4 and 6 years old of V. meridionale were 

manually harvested in the farm “La Guija” of “El Retiro” zone (2300 m altitude above sea 

level) belonging to Antioquia region in Colombia, and transported until Instituto de Ciencia y 

Tecnología Alimentaria (INTAL Foundation) where they were washed and disinfected with 

organic disinfectant Citrosan® and then ground in a 15 L capacity cutting machine (Cruells, 

Girona, Spain) at a chopper speed of 1300 rpm. The disintegrated fruits were then arranged 

in aluminum trays of 40 x 60 cm containing about 1.5 kg of fruit per tray and exposed to a 

drying process in a forced convection oven (Binder FD115, Tuttlingen, Germany) at 45 ºC for 

48 h. The product was removed after 24 h and allowed to cool at room temperature of 23 ºC 

+/- 2 ºC for 4 h. A second size reduction process was performed using the same cutting 

machine as described before, and the final product with a particle size range of 500-1000 
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µm was vacuum packed in foil zip sealed pouches (BOPP/polyamide/LDPE) (Alico A.A., 

Medellin, Colombia) and sent to the Universidad Autónoma de Madrid (Madrid, Spain). 

Extraction 

Ultrasound assisted extraction (UAE) 

Extractions were carried out in an ultrasonic device (Branson Digital Sonifier 450 model, 

Danbury, USA) with an electric power of 400 W, frequencies of 14 kHz and using an ½“ 

extension tip. Experiments were carried out using 20 g of sample with 200 mL of ethanol 

during 30 min, and extraction temperatures were 25 and 75 °C. After extraction, supernatant 

was filtered through cellulose filter and solvent was removed by evaporation under vacuum. 

Finally, the extracts were dried up to constant weight in a stream of N2. All experiments were 

carried out in duplicate. The dried samples obtained were stored at -18 °C in darkness until 

analysis. 

Pressurized solvent extraction (PLE) 

Extractions were carried out in an ASE 350 system from Dionex Corporation (Sunnyvale, 

CA, USA) equipped with a solvent controller unit. Each extraction cell (10 ml capacity) was 

loaded with 1 g of solid sample and 2 g of sea sand dispersed as a sandwich-type structure, 

and then placed into an oven. Then, the cell was filled with the corresponding solvent 

(ethanol or ethanol:water mixture 50:50) up to a pressure of 1500 psi and was heated-up to 

the desired temperature (50, 100, 150 and 200 °C). Static extractions were performed during 

15 min. After extraction the cell was washed with the solvent and subsequently the solvent 

was purged from cell using N2 gas until complete depressurization was accomplished. The 

extracts were recovered in glass vials and the solvent was eliminated (evaporation under 

vacuum and freeze-drying in the case of water) and then dried to constant weight in a 
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stream of N2. All experiments were carried out by duplicate. The dried samples obtained 

were stored at -18 °C in darkness until analysis. 

Content of total phenolic compounds (TPC) 

The total phenolic content in the raw mortiño vegetal material and in mortiño PLE and UAE 

extracts was determined using Folin-Ciocalteu phenol reagent method. 22 Briefly 50 µl of 

extract dissolved in ethanol were mixed with 250 µl of Folin Ciocalteu reagent and 3 mL of 

milliQ water and allowed to stand at room temperature for 3 min; 750 µl of sodium carbonate 

(20%) solution and 950 µl of milliQ water were added to the mixture. After 2 hours at room 

temperature in darkness, absorbance was measured at 760 nm. Results were carried out by 

triplicate and expressed as g gallic acid equivalents per kg of extract (g GAE/kg extract). 

Antioxidant activity by the ABTS test  

The ABTS assay described by Re et al 23 was used to measure the antioxidant activity of the 

raw mortiño vegetal material and mortiño extracts. Trolox (6-hydroxi-2,5,7,8-

tetramethylcromane-2-carboxilic acid) was used as reference standard and the results were 

expressed as Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) values (mol Trolox/kg). ABTS•+ 

was produced by mixing ABTS stock solution (7 mM in water) with 2.45 mM potassium 

persulfate and the solution was held 16 h under darkness until used. Once the radical was 

formed, the solution absorbance was adjusted to 0.7 at 734 nm by PBS (when solution was 

used to measure the PLE samples) or ethanol (in the case of raw mortiño and UAE 

samples). After that, 1 mL ABTS•+ was added to 10 μL sample and the reaction mixture was 

allowed to stand at room temperature, under darkness, until the absorbance reached a 

plateau. Standard curves using Trolox were run with each set of samples. The absorbance 

was recorded at 734 nm. The TEAC value was calculated according to the Trolox and 
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sample concentrations that produce 70% ABTS•+ inhibition. All the analyses were carried 

out in triplicate. 

Evaluation of Mortiño antioxidant activity in beef burgers 

Manufacture of beef burgers 

Beef burgers with 20 g/kg of raw mortiño material (MM) or a mortiño PLE extract (ME), as 

well as control burgers in absence of mortiño, were manufactured. Recently minced beef 

meat was acquired in a local supermarket. Sodium chloride (15 g/kg), water (15 g/kg), and 

MM or ME when corresponding, were added, and all the ingredients were manually mixed 

until a homogeneous raw batter was obtained. Six burgers per batch were formed by a 

domestic mold for mini-burgers manufacture (30 g/burger, 6 cm diameter and 1 cm 

thickness). Three samples per batch were analyzed after manufacturing, and the rest of the 

samples was kept refrigerated for 7 days.  

TBARS analysis 

Lipid oxidation of samples was assessed at 0 and 7 days of refrigerated storage by the 

thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) method described by Salih et al 24 with slight 

modifications. Briefly, 2.5 g of sample were homogenized in 7.5 mL of trichloroacetic acid 

solution (TCA, 0.6 M) for 1 min at 11000 rpm. The homogenized sample was filtered and 

filled up to 10 mL with TCA. Then, 2 mL were mixed with 2 mL of TBA solution (0.02 M). The 

samples were kept at 90 ºC for 30 min and after that they were cooled down in ice/water 

bath for 10 min. The absorbance was measured at 532 nm. A stock solution of 1,1,3,3-

tetraethoxypropane in TCA (equivalent to 2 µg MDA/mL) was used to plot a standard curve. 

The values were expressed as g MDA/kg sample.  

Color measurement 

This article is protected by copyright. All rights reserved.



 
 

Instrumental color of each burger at 0, 1, 2, 3, 6 and 7 days was measured at different points 

of the surface of each sample in triplicate using a Minolta Portable Spectrophotometer CM-

508i (Minolta Co. LTD, Japan) with illuminant D65, 10º observer and 8 mm of aperture size. 

Color was described as coordinates: lightness (L*), redness (a*, red-green) and yellowness 

(b*, yellow-blue). Nine replicate measurements were taken for each sample. Numerical total 

color differences (ΔEM or ΔES) were calculated between control (C) and experimental 

samples (M), or between initial (i) and final (f) time of storage, respectively, as follows: 

ΔEM = [(LM – LC)2 + (aM – aC)2 + (bM – bC)2]1/2 

ΔES = [(Lf – Li)2 + (af – ai)2 + (bf – bi)2]1/2 

When the average ΔE difference between two samples was below 2.56, the samples were 

considered not discriminable from each other (Stokes et al. 1992). 25 

Data analysis  

Results were analyzed by the Statgraphics Centurion XV software (Statpoint Technologies, 

Inc., USA). The multifactorial analysis of variance (ANOVA) was made on the data from 

extractions with PLE and UAE using the Least Significant Difference (LSD) test with 

significant p≤0.05 values to detect differences. Color mean data were analyzed by 

Generalized Linear Models (GLM), which are made to build a statistic model describing the 

impact of one or more factors in a dependent variable. Furthermore, for the discrimination of 

mean (p≤0.05) a one-way analysis of variance (ANOVA) was made using the LSD test. 

Results and discussion 

Extraction yield, content of phenolic compounds and antioxidant activity of the 

extracts 

The total extraction yields (Y = mass of extract/mass of mortiño) obtained using the different 

extraction techniques, solvents and temperatures are given in Table 1. In case of PLE 
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extracts, the temperatures studied were selected to explore the range of temperatures with 

which the device allows for working. Both the used solvent and temperature significantly 

influenced the extraction yield (P=0.020 and P=0.012, respectively). Thus, the highest yields 

were obtained with ethanol:water (mean value = 665 g/kg) compared with ethanol (mean 

value = 544 g/kg), regardless of temperature. On the other hand, a trend to a higher yield 

with temperature was observed. Thus, the highest yields were obtained at 200ºC (mean 

value = 705 g/kg), and the lowest yields were obtained at 50ºC (mean value = 484 g/kg), 

regardless of the solvent. Therefore, the best yields were obtained by PLE with 

ethanol:water as solvent and at 200ºC. The observed effect due to temperature was in 

agreement with the typical behavior in PLE extracts, since the increase in temperature 

causes an increase in the solubility of compounds, diffusion rates, disruption of interactions 

with matrix components and a decrease in viscosity and surface tension of the solvents and, 

in turn, an increase in the yield of extracts. 26 Concerning the effect of the solvent, the higher 

yield obtained with more polar solvents (ethanol:water compared to ethanol) have been 

already described in previous studies related to the use of PLE and might suggest that 

mainly polar compounds were present in the sample. 27, 28 Previous studies about the 

extraction of mortiño by PLE has not been described. However, concerning other species of 

Vaccinium, Paes et al 13 described yields of 42 g/kg with ethanol and 54 g/kg with 

ethanol:water for PLE extracts at 40ºC from Vaccinium myrtillus L. Such values were much 

lower than those described in the present study, probably due to the lower temperatures 

applied. 

In case of UAE yields, considering the results obtained with PLE at 50 ºC and 100 ºC, the 

solvent selected to carry out the extractions was ethanol. As for PLE, the aim was the study 

of the range of temperatures which can be applied in this extraction technique. In this case, 
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two temperatures were selected, one at ambient temperature (25 ºC) and the other one (75 

ºC) at high temperature (close to the boiling point of the solvent used). A lack of effect of 

temperature was observed in the UAE yields (Table 1). Furthermore, the UAE yields were 

similar to those obtained by PLE with ethanol:water at 50ºC or with ethanol at 100ºC and 

150ºC. However, the yield of mortiño extracts was not improved by the UAE, since the 

highest yields were obtained by PLE conditions (ethanol:water at 200ºC). These results 

demonstrated that PLE was a more suitable extraction technique than UAE for extraction of 

compounds from mortiño, probably due to the higher temperatures applied during PLE.  

The content of total phenolic compounds (TPC) followed the same tendencies observed for 

total extraction yield for PLE (see Table 1), with higher concentration of TPC as temperature 

increased (mean value of 51 g GAE/kg at 200ºC compared to mean value of 18 g GAE/kg at 

50ºC, regardless of solvent), and with ethanol:water used as solvent (mean value 46 g 

GAE/kg for ethanol:water compared to mean value of 20 g GAE/kg for ethanol, regardless of 

temperature). Therefore, extracts with up to 71.7 g GAE/kg were reached by PLE with 

ethanol:water as solvent and at 200ºC. In case of UAE, the content of TPC at 75 ºC was not 

different than the one obtained at 25 ºC. Furthermore, similarly to the yield values, the UAE 

did not improve the extraction of TPC compared to PLE.  

For comparative purposes, the TPC of the raw mortiño were also analyzed, showing a value 

of 27.8 g GAE/kg. Therefore, according to Table 1, most PLE conditions led to extracts with 

higher TPC than the raw mortiño, whereas lower TPC were found for UAE samples. These 

results demonstrated that PLE was a more suitable extraction technique than UAE for 

recovering phenolic compounds from mortiño, probably due to the higher temperatures 

applied during PLE. The same reasons previously used to explain the differences on the 

extraction yield might explain the observed differences between treatments in the extraction 
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of TPC. Thus, higher temperatures combined with more polar solvent enhanced the 

extraction of TPC by PLE. On the contrary, the observed results for UAE suggested a 

negative impact of the ultrasonic conditions on TPC. 

Regarding the antioxidant activity of the extracts (TEAC values, Table 1), the PLE extracts 

with ethanol:water were also the best antioxidants (mean value = 0.86 mol Trolox/kg) 

compared to ethanol extracts (mean value = 0.53 mol Trolox/kg), regardless of temperature. 

Additionally, a trend to a better antioxidant activity was observed with temperature (mean 

value = 0.53 mol Trolox/kg for 50ºC up to 0.87 mol Trolox/kg for 200ºC), regardless of the 

solvent. The UAE extracts showed a considerably lower antioxidant activity at both 

temperatures in comparison with PLE extracts. 

Probably, the results obtained for antioxidant activity might be related to the TPC of the 

extracts. In this respect, Figure 1 shows the TEAC values as a function of the TPC content. 

All PLE extracts exhibited good linear correlation between the TPC content and the 

antioxidant activity, with a regression coefficient close to 0.90. Moreover, at the same 

extraction temperature, the ethanol:water extracts presented higher antioxidant activity than 

the ethanolic extracts, with TEAC values from 1.5 to 1.9 fold higher. On the other hand, UAE 

extracts seemed to be somewhat out of the linear correlation depicted in Figure 1, reducing 

the regression coefficient to 0.75 if these extracts are included in the regression procedure. 

Therefore, these results might suggest that the antioxidant activity of the PLE extracts might 

be mainly attributed to the phenolic compounds, whereas the observed antioxidant activity of 

UAE might be related to other different extracted molecules different to phenolic compounds.  

It is important to remark that the TEAC values of raw mortiño were extremely low compared 

to the extracts from PLE and UAE. Thus, 0.007 mol Trolox/kg were obtained for raw mortiño, 

whereas the values for the extracts varied from 0.140 up to 1.034 mol Trolox/kg (Table 1). 
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These results demonstrated that both PLE and UAE were suitable extraction techniques to 

obtain mortiño extracts with antioxidant properties, but the PLE technique being superior 

than UAE, taking into account both the TEAC and TPC values.  

For comparison, Namiesnik et al 29 obtained V. corymbosum and V. macrocarpon extracts 

using water and methanol (at room temperature for 24 h) with concentrations of TPC 

between 15.3-58.0 g GAE/kg and antioxidant activities in the range 0.065-0.255 mol TE/kg. 

Arancibia-Avila et al 30 obtained between 2.0-31.2 g GAE/kg and 0.01-0.26 mol TE/kg from 

V. corymbosum using water and acetone (3 h at room temperature). Therefore, the data 

reported in the literature for other Vaccinium species and other extraction procedures 

conform high TPC content and especially high antioxidant activity of the mortiño (V. 

meridionale) PLE extracts produced in this work.  

Effect of Mortiño as natural antioxidant of beef burger   

The PLE mortiño extract (ME) obtained with ethanol at 200 °C together with the raw mortiño 

material (MM) were investigated as natural antioxidant of beef burger. Lipid oxidation of beef 

burgers treated with ME and MM (20 g/kg) were compared with control burgers after 

refrigerated storage. According to Figure 2, the initial TBARS values (day 0) were different  

for the three samples, probably due to mortiño pigments which absorbed light in the same 

wavelength range of MDA. 18 Nevertheless, this does not hinder the comparison of the 

evolution of each sample between day 0 and day 7 of storage, in order to investigate the 

impact of mortiño on lipid oxidation. As shown in Figure 2, the TBARS values of beef burgers 

containing either MM or ME did not change after refrigerated storage, whereas lipid oxidation 

of control burgers increased significantly, closer to 200 %. Therefore, the preliminary results 

obtained in this work showed that both mortiño material and its PLE extract might be 

potential antioxidants in the control of lipid oxidation of beef burgers during refrigerated 
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storage.  Nevertheless, taking into account the limitations of the TBARS method, further 

measurements of lipid oxidation by other procedures might be necessary in order to confirm 

the preliminary results about the potential of mortiño extracts. Previous studies about the use 

of mortiño as an antioxidant ingredient in foods is scarce. Zapata Acosta et al 31 and Gaviria 

Montoya et al 10 described the protection against lipid oxidation of mortiño after addition to 

edible oils. However, previous studies on the addition to complex food matrices such as 

meat preparations or meat products in general have not been found.  

Together with lipid oxidation, changes in meat color due to oxidative damage of myoglobin 

are important factors determining a quality deterioration of meat and meat products. 

Previous studies have reported that diverse phenolic-rich extracts can protect against 

myoglobin oxidation. 17, 32 Therefore, the potential of mortiño as myoglobin antioxidant as 

well as its global contribution to the color or beef burgers was evaluated. As shown in Table 

2, initial (day 0) a* and b* parameters for treated samples were lower than control samples, 

whereas L* values were not significantly different between samples. These results led to an 

evident total color difference value between treated samples and control (ΔEM), especially 

for the MM samples (Table 2), and according to Stokes et al, 25 the treated samples would 

be clearly discriminable from the control.  

When the burgers were kept refrigerated, the control samples suffered a deterioration on L*, 

b* and especially on a* values. This decreasing tendency is due to a gradual oxidation of the 

myoglobin and the increase of the metmyoglobin in dependence of time, which is a 

characteristic behavior in of raw meat and meat preparations. 33 However, in case of ME, 

despite the initial differences at day 0 with respect to the control (ΔES = 5.6), such 

differences attenuated during storage, and thus the evolution of color of ME and control was 

similar. This effect was reflected on a decrease on the ΔEM values between ME and control 
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with increasing the number of days of storage. Thus, after 7 days of storage, the mean total 

color difference for ME samples was 2.25 (Table 2) showing that they would not be 

discriminable from each other. On the other hand, it is interesting to remark that the total 

color difference of control samples after storage (ΔES=6.8) was superior than the value for 

the samples treated with ME (ΔES=4.7) and slightly higher than those corresponding to MM 

samples (ΔES=6.0). Therefore, this result might suggest a potential lower rate of color 

deterioration of burgers due to mortiño and especially, due to mortiño PLE extract. 

Conclusions 

Mortiño extracts were produced in this work by PLE with ethanol and ethanol:water 50:50 

mixtures (50-200 °C) and by UAE with ethanol (25 and 75 °C). PLE extracts obtained with 

ethanol:water presented the highest concentrations of total phenolic compounds and the 

highest TEAC values, presuming good antioxidant activity and even better than those 

obtained for other Vaccinium species.  

Preliminary results were obtained in this work showing that both mortiño material and 

especially its PLE extract might be used as antioxidants in the control of lipid oxidation of 

beef burgers during refrigerated storage, although further studies would be necessary by 

other procedures in order to confirm such antioxidant effect. Additionally, regarding the 

instrumental color analysis, the results suggest a potential lower rate of color deterioration of 

burgers treated with mortiño and especially, with mortiño PLE extract. 

Finally, future studies might be necessary in order to perform a sensorial analysis of the 

experimental beef burgers to evaluate the impact of mortiño or its PLE extracts on the 

organoleptic acceptation, and in turn, the potential use of mortiño extracts as ingredient of 

meat preparations.   
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Figure captions 

Fig. 1. Relation between TEAC values and the TPC content of the extracts obtained by PLE 

using (♦) ethanol:water (50:50), ( ) ethanol and (² ) UAE using ethanol. 

Fig. 2. Effect of the addition of  mortiño material (MM) or PLE extract (ME) on TBARS values 

of beef burgers under refrigerated storage at day 0 ( ) and day 7 ( ). Bars with different 

letters upon them mean statistical difference p<0.05. Mean value ± standard deviation (n=3) 

Table 1. Total extraction yield (Y=mass of extract/mass of mortiño, g/kg), total phenolic 

compounds (g GAE/kg) and antioxidant activity (mol Trolox equivalent/kg) of the mortiño 

extracts obtained by PLE and UAE. 

Extraction 

technique 
Solvent 

Temperature 

(ºC) 

Y*  

(g/kg) 

TPC**  

(g GAE/kg) 

TEAC*** 

(mol/kg) 

PLE 
ethanol:water 

(50:50) 
50 585.6 ± 6.4bcd 26.97 ± 2.2cd 0.646 ± 0.02bc 

  100 628.4 ± 0.7bc 34.62 ± 1.2bc 0.745 ± 0.04b 

  150 673.0 ± 27b 50.02 ± 3.6b 1.033 ± 0.07a 

  200 774.0 ± 3.6a 71.70 ± 6.7a 1.034 ± 0.07a 

 ethanol 50 382.5 ± 18e 9.26 ± 2.52d 0.421 ± 0.01d 

  100 559.6 ± 10.7cd 18.97 ± 1.33cd 0.464 ± 0.02cd 

  150 601.4 ± 13.7bcd 21.36 ± 3.27cd 0.553 ± 0.02bcd 

  200 635.8 ± 6.3bc 30.47 ± 0.51bc 0.699 ± 0.01b 

UAE ethanol 25 514.2 ± 28.2d 16.41 ± 0.41cd 0.140 ± 0.01e 

  75 531.0 ± 26.9d 17.40 ± 6.75cd 0.180 ± 0.04e 

* Mean value ± standard deviation (n=2), ** Mean value ± standard deviation (n=3); *** Mean value ± 
standard deviation (n=3), a-e mean values with different letters within columns are significantly different 
( P≤0.05).  
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 Table 2. Color instrumental parameters (L*, a*, b* and ∆EM) of beef burger with Vacciniun 

meridionale Sw addition under refrigerated storage  

Figure 1 

Time (days) treatment L* a* b* ∆EM 

 Control 43.51 ± 2.89a 10.90 ±1 .80a 8.36 ± 1.69a - 

0 ME 42.05 ±1 .88a 7.31 ± 0.92b 7.43 ± 1.19b 5.63 ± 2.55a 

 MM 41.34 ±2 .08a 6.53 ± 0.63bc 5.60 ± 0.74c 6.32 ± 2.12a 

 Control 44.64 ± 4.38a 9.29 ± 1.97a 8.02 ± 2.04a - 

1 ME 40.32 ± 1.58b 6.61 ± 0.63b 7.63 ± 0.97b 6.55 ± 2.95a 

 MM 39.92 ± 2.15c 5.92 ± 0.51c 5.57 ± 1.01c 7.96 ± 3.98a 

 Control 43.32 ± 2.28a 4.84 ± 1.15a 5.99 ± 1.05a - 

2 ME 40.43 ± 3.78a 5.29 ± 0.68a 6.89 ± 1.14b 5.06 ± 2.99a 

 MM 40.92 ± 2.28a 4.56 ± 0.70a 4.84 ± 0.94c 3.83 ± 1.96a 

 Control 43.64 ± 3.74a 3.90 ± 0.65a 6.53 ± 1.02a - 

3 ME 41.94 ± 3.38b 4.80 ± 0.91b 7.66 ± 1.84b 5.69 ± 3.09a 

 MM 42.71 ± 3.10c 3.66 ± 0.85ac 5.84 ± 0.94c 4.73 ± 2.75a 

 Control 43.73 ± 2.02a 4.07 ± 0.48a 7.52 ± 1.69a - 

6 ME 43.19 ± 3.65b 3.71 ± 0.44b 8.26 ± 1.83b 3.31 ± 1.83a 

 MM 38.55 ± 2.06c 2.31 ± 0.44c 5.64 ± 1.35c 6.05 ± 2.42b 

 Control 41.58 ± 2.30a 4.66 ± 0.99a 7.79 ± 1.41a - 

7 ME 41.91 ± 1.13b 3.62 ± 0.38b 7.69 ± 1.11b 2.25 ± 0.88a 

 MM 39.01 ± 1.35c 2.30 ± 0.28c 5.70 ± 0.80c 4.75 ± 1.34b 

∆EM: Differences between samples against their control each day. 
a-c: For the same coordinate, within a column, means with different letters are significantly different ( 

P≤0.05). n = 9; mean ± standard deviation 
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Biological Activities of Asteraceae (Achillea millefolium
and Calendula officinalis) and Lamiaceae (Melissa officinalis
and Origanum majorana) Plant Extracts
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Abstract Asteraceae (Achillea millefolium and Calendula
officinalis) and Lamiaceae (Melissa officinalis and
Origanum majorana) extracts were obtained by applying
two sequential extraction processes: supercritical fluid extrac-
tion with carbon dioxide, followed by ultrasonic assisted ex-
traction using green solvents (ethanol and ethanol:water
50:50). The extracts were analyzed in terms of the total con-
tent of phenolic compounds and the content of flavonoids; the
volatile oil composition of supercritical extracts was analyzed
by gas chromatography and the antioxidant capacity and cell
toxicity was determined. Lamiaceae plant extracts presented
higher content of phenolics (and flavonoids) than Asteraceae
extracts. Regardless of the species studied, the supercritical
extracts presented the lowest antioxidant activity and the
ethanol:water extracts offered the largest, following the order
Origanum majorana > Melissa officinalis ≈ Achillea
millefolium > Calendula officinalis. However, concerning
the effect on cell toxicity, Asteraceae (especially Achillea
millefolium) supercritical extracts were significantly more ef-
ficient despite being the less active as an antioxidant agent.

These results indicate that the effect on cell viability is not
related to the antioxidant activity of the extracts.

Keywords Origanummajorana .Melissa officinalis .

Achillea millefolium .Calendula officinalis . Antioxidant .

Antiproliferative

Abbreviations
ABTS 2 2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic

acid)
DMSO Dimethyl sulfoxide
DPPH 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
GC-MS Gas chromatography–mass spectrometry
MTT 3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-

diphenyltetrazolium bromide
SFE Supercritical fluid extraction
UAE Ultrasonic assisted extraction

Introduction

In recent decades, the interest in the use of plants in medicine
research has leaned towards finding therapies that replace syn-
thetic drugs by herbal derived products. Plant-type products
are used to flavor beverages and food goods, but also as anti-
oxidants with a strong ability to stabilize vegetable fats [1].
Particularly, flavonoids and other phenolic compounds, wildly
present in plant extracts [2] possess a chemical structure that
has shown a high capacity as free radical scavengers
(antioxidants) and therefore, to act against free radical damage
[3].

It is well known that oxidative stress and free radicals are
involved in triggering cell damage and in carcinogenesis
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process [4]. In this sense, antioxidants were initially proposed
as an alternative to struggle against cancer. However, clinical
trials in humans and recent in vivo experiments determine a
lack of success and even tumorigenic promotion [5], in part
because they do not induce oxidative damage reduction
in vivo [6]. In this regard, it is still a challenge to elucidate if
the anticancer potential of plant extracts is related to their
effect on free radicals.

Plant extracts are part of the current trend towards function-
al foods and therapies, and a source of natural biomolecules
proposed against tumoral cells. In the present work is reported
the study and comparison of the antitumor effect of extracts
derived from different family plants: two from Asteraceae
(Achillea millefolium and Calendula officinalis) and two
plants from Lamiaceae (Melissa officinalis and Origanum
majorana), obtained by using supercritical fluid extractions
(SFE) and ultrasonic assisted extractions (UAE).

SFE uses supercritical carbon dioxide (SCCO2) and ex-
tracts the lipophilic fraction of the plant; while UAE with
ethanol and/or water results in the extraction of polar com-
pounds such as flavonoids and phenols. Thus, these two tech-
niques may be complemented, by first applying SFE to extract
the plant volatile oils, followed by a UAE step to recover the
polar compounds from the residual plant matrix. This two-step
extraction scheme was applied to produce extracts from
Achillea millefolium L. (yarrow), Calendula officinalis (mari-
gold), Melissa officinalis (balm) and Origanum majorana
(marjoram). The extracts were analyzed in terms of their anti-
oxidant capacity and their antiproliferative effect, in order to
determine whether these two biological activities are related,
or by contrast, to identify within these herbal species and
extracts the most active as an antioxidant or an anticancer
agent.

Materials and Methods

A more detailed description of chemicals and sample prepa-
ration can be found as supplementary material.

Extractions The SFE (see Table 1) assays were carried out in
duplicate using a pilot-plant supercritical fluid extractor (Thar
Technology, Pittsburgh, PA, USA, model SF2000) compris-
ing a 2 L cylinder extraction cell. Extraction pressure and

temperature were 140 bar and 40 °C, respectively. CO2 flow
was 70 g/min and extraction time 180 min. The oleoresin
resulting in the separator was collected using ethanol. Then,
ethanol was removed using a rotavapor at low temperature
(30 °C). The residual vegetal material obtained after the SFE
step was re-extracted using an ultrasound probe (Branson
Digital Sonifier, Branson Ultrasonics, model 250; Danbury,
USA). The UAE assays were carried out using green polar
solvents (ethanol or ethanol:water 50:50). It was demonstrated
[7] that UAE with low ethanol:water ratios is more efficient
than UAE with ethanol to the recovery of phenolic com-
pounds. In this work, both ethanol and ethanol:water (50:50)
solvents were used in the extractions in order to find the best
conditions to obtain the maximum polar components.

Chemical Characterization To determine the chemical com-
position, the supercritical extracts were analyzed by GC-MS
(Agilent Technologies 7890A). A more detailed description of
the GC-MS method can be found as supplementary material.

Regarding the total phenolic content (TPC), the determina-
tion was carried out following Folin-Ciocalteu method, and
results were expressed as mg gallic acid equivalents in 1 g of
extract (mg GAE/g extract). Meanwhile the total flavonoid
content (TFC) was determined as described by Zhishen et al.
[8], and results were expressed as mg quercetin equivalents in
1 g of extract (mg QE/g extract).

Antioxidant Activity Scavenging activity was determined by
a spectrophotometric method based on the reduction of an
ethanol solution of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH),
as described previously [9]. The DPPH concentration in the
reaction medium was calculated from a calibration curve de-
termined by linear regression (y = 0.0303×-.0349;
R2 = 0.9955). Furthermore, the ABTS•+ assay, as described
by Re et al. [10], was also used to measure the antioxidant
activity and results were expressed as TEAC values (mmol TE
/ g extract).

Antiproliferative EffectThe cytotoxicity was studied on pan-
creatic human tumor-derived cell line MiaPaca-2 and mea-
sured by MTT assay, as described in our previous works [9].
Results were expressed through the IC50, which describes the
concentration value that produces 50% cell viability
inhibition.

Table 1 Supercritical CO2

extraction of Asteraceae and
Lamiaceae plants

Yarrow Marigold Marjoram Balm
Plant part Inflorescences and leaves Flowers Leaves Leaves

Water content (%) <5 <5 <5 <5

Particle size (μm) 1000 1000 1000 1000

Mass loaded for SFE (g) 383 500 550 713

CO2/plant ratio (kg/kg) 33 25 23 18
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Statistical Analysis The significant differences between ex-
tractions and plant extracts were determined by using the
GaphPad Prism 6.0 m Software (San Diego, CA, USA).

Results and Discussion

The extraction approach was designed in order to obtain first a
lipophilic fraction by CO2-SFE, which is expected to contain
the plant volatile oil. Then, the residual vegetal material was
extracted by UAE using polar solvents (ethanol or
ethanol:water 50:50) to obtain a second fraction containing
the characteristic polar compounds of the plant according to
the species. The SFE and UAE extraction yields of both
Asteraceae and Lamiaceae plants are given in Table 2. UAE
yields were considerably higher than SFE yields for all plants
studied, and the yields obtained with ethanol:water were higher
than those obtained with pure ethanol. Significant differences
(p < 0.05) between SFE and UAE (ethanol:water 50:50) yields
for marigold and balm were found after carrying out an
ANOVA two-way analysis. In general, despite the method or
the solvent used, the higher extractions yields were obtained
with marigold, followed by marjoram, balm and yarrow.

GC-MS Analysis SFE extracts were analyzed by GC-MS to
identify these components, mainly monoterpenes and sesqui-
terpenes. The results obtained are discussed below.

Marigold. Several sesquiterpenes (γ-muurolen, δ-
cadinen, α-muurolol and α-cadinol) were identified in
Marigold in different percentages according to sample
preparation and SFE parameters [11]. In this work, the
sesquiterpenes identified in Marigold SFE extracts are
reported in Table 3 and include α- and β-muurolene, α-
and β-cadinene, α- cadinol and T cadinol, in agreement
with previous works from the literature [12, 13].
Furthermore, also triterpenes, such as α-amyrin
(8.67 mg/g) and lupeol (7.39 mg/g) were identified in
the SFE extract of marigold (data not shown in Table 3)
in accordance with other works which report high content
of triterpenes in marigold supercritical CO2 extracts [14].
Yarrow. Table 4 present the main compounds identified in
yarrow SFE extracts. In accordance with the literature,
the results obtained in this work indicate that the most
important compounds of Achillea millefolium volatile
oil include monoterpenes such as terpineol and borneol

[15], and sesquiterpenes such us germacrene D
caryophyllene, bisabolene, α-bisabolol, δ-cadinen [16],
spathuleol and cadinol [15].

Caryophyllene, caryophyllene oxide, β-eudesmol and α-
curcumene were identified and quantified in this work in con-
centrations of 0.14, 2.21, 5.22 and 8.07 mg/g of extract, re-
spectively. Some authors have reported around 4, 7, 16 and
2 mg/g, respectively, to the same compounds [17], in an ex-
tract produced by hydrodistillation. Nevertheless, others stud-
ies comprising yarrow supercritical extracts have not reported
the presence of α-curcumene [18].

Balm. Previous studies indicated that the volatile oil of
balm is rich in monoterpenes such as citral [19], citronel-
lal and α-caryophyllene [20], and sesquiterpenes such as
caryophyllene oxide [20]. These compounds were iden-
tified in the extracts obtained by steam distillation, infu-
sion and by SFE extractions, and were also identified in
the SFE extract obtained in this work. Table 5 present the
monoterpenes and sesquiterpenes observed in balm SFE
extract.
Marjoram. Table 6 shows the marjoram supercritical ex-
tract composition. The presence of monoterpenes such as
terpineol, and sesquiterpenes like spathulenol or β-
caryophyllene as the most abundant compounds, agree
with previous works focused on SFE [21]. In addition,
23 isoprenoids were identified in this work as reported in
Table 5.

Total Phenolic Compounds (TPC) The assessment of the
content of TPC is of great interest due to the recognized capac-
ity of these substances to act as scavenging agents and thus,

Table 2 Extraction yield (mass
of extract /mass of plant material) Yarrow Marigold Marjoram Balm

SFE 0.79 ± 0.03 2.78 ± 0.21 1.51 ± 0.16 0.65 ± 0.04

UAE (ethanol) 2.82 ± 0.01 6.83 ± 0.49 6.17 ± 0.90 4.35 ± 0.06

UAE (ethanol:water 50:50) 10.82 ± 0.42 29.13 ± 1.41 12.83 ± 0.15 22.99 ± 0.37

Table 3 Volatile oil compounds identified by GC-MS in the SFE ex-
tract of Marigold

Retention time Compound % Area Type

9795 β-Muurolene 13.86 S (hydrocarbon)

9984 α-Cadinene 23.36 S (hydrocarbon)

10,051 β-Cadinene 21.26 S (hydrocarbon)

10,236 α-Muurolene 9.79 S (hydrocarbon)

11,497 T-Cadinol 13.76 S (bicyclic alcohol)

11,636 α-Cadinol 17.96 S (bicyclic alcohol)

S sesquiterpene, T triterpene
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they are closely connected with the antioxidant activity of the
plant extracts. Main phenolic compounds reported in yarrow
were flavonoids, highlighting rutin, vicenin-2, or apigenin and

luteolin and their glycosylic derivatives [22, 23]. In addition,
caffeic acid derivatives and ascorbic acids were also found in
yarrow [24] ultrasonic extracts. Regarding marigold, the other
Asteraceae plant investigated in this work, triterpenoids with
several hydroxyl substitutions were described previously [18],
such as α- and β-amyrin, lupeol and faradiol. Concerning
Lamiaceae plants, both Balm and Marjoram were reported to
contain phenolic acids and flavonoids, mainly apigenin,
luteolin and quercetin [25, 26].

The TPC of plant extracts investigated in this work is show
in Fig. 1a. The SFE extracts presented values of 12.6 to
56.2 mg GAE /g extract, compared with those obtained by
UAE extractions, with values of 65.0 to 232.7 mg GAE /g
extract. Although all SFE extracts exhibit low content of
TPC in comparison with UAE extracts, marjoram extract
showed considerably higher amounts than the other supercrit-
ical extracts. In the case of UAE extracts, despite the solvent
used, marjoram resulted statistically with the highest content
of TPC, followed by balm, yarrow and marigold (Fig. 1a,
Table S1).

Total Flavonoid Compounds (TFC) Content of TFC is
shown in Fig. 1b. As in the case of phenolic compounds,

Table 5 Volatile oil compounds identified by GC-MS in the SFE
extract of balm

Retention time Compound % Area Type

6078 Linalool 3.70 M (acyclic alcohol)

6853 Citronellal 23.87 M (acyclic aldehyde)

7203 Borneol 4.37 M (bicyclic alcohol)

7482 Terpineol 4.79 M (propan-2-ol)

9125 Thymol 6.13 M (phenol)

9287 Carvacrol 25.44 M (phenol)

11,234 Caryophyllene 4.79 S (hydrocarbon)

13,077 Elemol 2.90 S (propan-2-ol)

13,637 Caryophyllene oxide 17.73 S (oxide)

13,763 Epiglobulol 2.34 S (bicyclic alcohol)

14,555 Eudesmol 3.94 S (propan-ol alcohol)

M monoterpene, S sesquiterpene, D diterpene, T triterpene

Table 6 Volatile oil compounds identified by GC-MS in the SFE
extract of marjoram

Retention time Compound % Area Type

5115 Eucalyptol 11.48 M (cyclic ether)

6078 Linalool 9.84 M (acyclic alcohol)

6865 Camphor 0.55 M (ketone)

7203 Borneol 4.16 M (bicyclic alcohol)

7482 Terpineol 0.38 M (propan-2-ol)

9125 Thymol 2.52 M (phenol)

9287 Carvacrol 50.72 M (phenol)

9927 γ- Elemen 0.94 S (hydrocarbon)

10,077 α- Terpineol acetate 1.71 M (ester)

105,075 Neryl acetate 0.34 M (ester)

11,234 Caryophyllene 2.57 S (hydrocarbon)

12,076 Longiborneol 0.46 S (bicyclic alcohol)

12,373 α-Elemen 0.76 S (hydrocarbon)

12,456 α-Himachalen 0.48 S (hydrocarbon)

126,115 γ- Cadinene 0.34 S (hydrocarbon)

12,701 Epiglobulol 1.30 S (tricyclic alcohol)

127,785 Globulol 0.57 S (tricyclic alcohol)

13,541 Ent-spathulenol 3.13 S (tricyclic alcohol)

13,637 Caryophyllene oxide 1.70 S (oxide)

13,778 Ledol 2.02 S (tricyclic alcohol)

14,276 γ- Eudesmol 0.76 S (propan-2-ol)

143,665 β- Guaiene 0.83 S (hydrocarbon)

14,555 β- Eudesmol 2.44 S (propan-2-ol)

M monoterpene, S sesquiterpene, D diterpene, T triterpene

Table 4 Volatile oil compounds identified by GC-MS in the SFE
extract of yarrow

Retention
time

Compound % Area Type

4589 Yomogi alcohol 2.56 M (acyclic alcohol)

5115 Eucalyptol 2.23 M (cyclic ether)

5471 Artemisia ketone 2.12 M (acyclic ketone)

5823 Sabinene 2.80 M (bicyclic hydrocarbon)

6078 Linalool 1.31 M (acyclic alcohol)

6224 Thujone 1.84 M (cyclic ketone)

6853 Citronellal 5.63 M (acyclic aldehyde)

7203 Borneol 16.28 M (bicyclic alcohol)

7482 Terpineol 2.56 M (propan-2-ol)

9287 Carvacrol 3.52 M (phenol)

10,411 Verbenol 1.76 M (bicyclic alcohol)

11,234 Caryophyllene 0.95 S (hydrocarbon)

11,356 Nerolidol acetate 0.90 S (acyclic ester)

12,074 α-Curcumene 3.61 S (cyclic hydrocarbon)

13,077 Elemol 1.37 S (propan-2-ol)

13,469 Cubenol 5.43 S (bicyclic alcohol)

13,541 Spathulenol 5.55 S (tricyclic alcohol)

13,637 Caryophillene
oxide

4.90 S (oxide)

13,765 Viridiflorol 5.12 S (tricyclic alcohol)

14,300 α-Cadinol 8.22 S (bicyclic alcohol)

14,555 Eudesmol 11.19 S (propan-2-ol)

14,900 Bisabolol 2.73 S (cyclic alcohol)

16,833 Corymbolone 7.44 S (bicyclic keto-alcohol)

M monoterpene, S sesquiterpene
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low amounts of flavonoids were determined in the SFE ex-
tracts in comparison with UAE extracts. Marjoram extracts
were those with the highest significant TFC content, despite
the method or the solvent used in the extraction (Fig. 1b,
Table S2). In general, TFC follow the same tendency observed
in TPC. Furthermore, a lineal connection between TPC and
TFC can be established for all the extracts, as illustrated in
Fig. S1, although somewhat more scattering relationship is
observed in the case of balm extracts.

Antioxidant Activity The antioxidant activity of all extracts
produced was determined by to different methods: the DPPH
radical method, stating the antioxidant capacity in terms of the

EC50 value, and the ABTS radical method, by means of the
TEAC value. Table 7 shows the results obtained for all plant
extracts produced. As can be observed, both methods indicate
the same tendency for all plant extracts: UAE ethanol:water
extracts presented the highest antioxidant activity (lowest
EC50 values and highest TEAC values), followed by UAE
ethanol extracts. Additionally, for all plants studied, SFE ex-
tracts exhibit significantly lower antioxidant activity than
UAE extracts. The highest antioxidant activity was found in
marjoram extracts, despite the type of extraction or solvent
used. Results were rather similar for balm and yarrow, and
definitively marigold extracts presented the lowest antioxidant
capacity. Particularly, the EC50 value resulted for marjoram
ethanol:water extract (13.74 μg/ml) is in the same order of
magnitude that reported for rosemary extracts, which is a com-
mercial antioxidant for foodstuffs (E392) [9]. As can be ob-
served in Fig. S2(a), high correlation resulted between the
EC50 values and TPC (R2 = 0.985).

Nevertheless, although the ABTS test show the same ten-
dency regarding the antioxidant capacity of the extracts (mar-
joram > balm ≈ yarrow > marigold) the TEAC values do not
show a linear correlation with TPC Fig. S2(b). The same con-
clusions can be established regarding the connection between
the total content of flavonoid compounds (TFC) and the anti-
oxidant activity of the UAE extracts, although in this case the
regression coefficient of the EC50 vs. TFC correlation is some-
what lower (R2 = 0.858).

Antiproliferative Activity Cells were treated with different
concentrations (from 10 to 100 μg/mL) of each extract during
48 h. Extracts fromLamiaceae family (balm andmarjoram) do
not demonstrate any effect on the growth of MiaPaca-2 cells:
the IC50 was higher than 100μg/mL, showing the absence of a

Table 7 Antioxidant activity of
extracts: EC50 (mg/ml) and
TEAC (mmol/g) values

Yarrow Marigold Balm Marjoram

EC50 TEAC EC50 TEAC EC50 TEAC EC50 TEAC

SFE 367.15 0.077 442.40 0.046 318.38 0.033 229.84 0.642

UAE (ethanol) 43.44 0.327 154.77 0.062 38.04 0.238 22.17 0.967

UAE (ethanol:water) 40.27 0.644 123.35 0.331 22.67 0.697 13.74 1550

Table 8 Antiproliferative effect in MiaPaCa-2 cell line: IC50 (μg/mL)
values after 48 h of exposure (mean ± SEM of three independent
experiments)

SFE UAE ethanol UAE ethanol:water

Marjoram > 100 > 100 > 100

Balm > 100 > 100 > 100

Yarrow 31.45 ± 8.56 65.04 ± 2.55 > 100

Marigold 39.84 ± 4.57 > 100 > 100
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Fig. 1 a TPC and b TFC of the extracts. Data represent means ± SEM of
at least two independent experiments. Asterisks indicate statistical
differences between treatments after one-way Anova comparison.
*p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.001
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significant effect on cell proliferation in the range of concen-
trations tested. By contrast, yarrow and marigold extracts
(Asteraceae family) show a clear effect (Table 8). The IC50

for yarrow SFE andUAE extracts is in a range between 30 and
65 μg/mL, similar to Rosemary SFE extract tested in other
tumor types [27, 28], which can lead to suggest yarrow and
marigold extracts as potential antitumorogenic agents.

Conclusions

Lamiaceae plant family seems to be the most appropriate
source of antioxidant extracts and the use of polar solvents
the best extraction method to produce them. However,
Asteraceae family shows the most promising results as source
of potential antiproliferative agents and SFE the most efficient
method to produce extracts for this purpose. These results
support previous studies suggesting a potential anticancer ac-
tivity of plant extracts independently of their antioxidant
activity.

Related to composition, Lamiaceae species are particularly
rich in phenolic monoterpenes and sesquiterpenes (around
32% balm and 53% marjoram), with 7–12% of cyclic alco-
hols. In the contrary, the volatile oil content in Asteraceae
plants comprise high amounts of bicyclic and tricyclic alco-
hols (52% yarrow and 32% marigold) and almost no phenolic
alcohols were identified. This result encourage further studies
to elucidate a possible effect of bicyclic and tricyclic mono-
terpene and sesquiterpene alcohols as responsible of the anti-
proliferative effect of these Asteraceae extracts.
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a  b  s  t  r  a  c  t

Betulinic  acid  (3�,  hydroxy-lup-20(29)-en-28-oic  acid)  is  a  bioactive  triterpenic  acid  which  was  identified
in  various  botanical  sources  and  in considerable  amounts  in  the bark  of  plane  tree  (Platanus  acerifolia  L.).
In  this  work,  the  recovery  of  betulinic  acid from  plane  tree bark  was  studied  using  different  liquid solvent
based  extraction  methods,  namely  solid–liquid  extraction  (SLE),  ultrasound  assisted  extraction  (UAE)  and
pressurized  liquid  extraction  (PLE).  Furthermore,  preliminary  studies  of  the  supercritical  fluid  extraction
(SFE)  of  plane  tree  bark  are  also  reported.

The liquid  solvent  based  extraction  techniques  (SLE,  UAE  and  PLE)  were  carried  out  using ethanol  and
ethyl  acetate,  and  produced  a recovery  of  betulinic  acid  in  the range  10–15  mg/g  of  bark,  with  concentra-
tions  around  25–35%  mass.  A  betulinic  acid  enrichment  in  the  ethanolic  extracts  was  possible  by  means
of  a simple  precipitation  step  adding  water.  The  precipitate  contained  42–46%  mass  of  betulinic  acid  and
high  recovery  (>95%).  Increasing  the  extraction  temperature,  by  means  of  the  PLE assays,  has  not  resulted
in an  improvement  of betulinic  acid recovery.

The  preliminary  SFE  assays  produced  lower  recoveries  of  betulinic  acid (0.5–8  mg/g)  with  respect  to  liq-
uid extraction.  The  addition  of  ethanol  as cosolvent  produced  a  significant  improvement  of  both  betulinic
acid  recovery  and  concentration  in the SFE  extract.

© 2014  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.

1. Introduction

Triterpenic acids are secondary plant metabolites that are
widespread in plants, mainly located in the peel, leave and stem
bark [1]. They are part of the chemical family of isoprenoids, owning
polycyclic structures of thirty carbon atoms, and presenting very
low solubility in water and hydrophilic solvents. On the other hand,
their solubility in organic solvents such us acetone or methanol has
been demonstrated to be moderately high [2].

Betulinic acid (3�,  hydroxy-lup-20(29)-en-28-oic acid) is a
triterpenic acid which can be isolated from various botanical
sources, including clove (Syzygium aromaticum), Lamiaceae herbs
such as rosemary (Rosmarinus officinalis) and java tea (Orthosiphon
stamineus), and the bark of several betula species (birch trees),
eucalyptus (Eucalyptus globulus) and plane (Platanus acerifolia)
trees [1,3–8].

Betulinic acid as well as its derivatives, have demonstrated
a wide range of biological activities, including anti HIV-1 activ-
ity [9], anti-inflammatory activity [10], antimalarial activity [11],

∗ Corresponding author. Tel.: +0034 910017927; fax: +0034 900017905.
E-mail address: tiziana.fornari@uam.es (T. Fornari).

anticancer and apoptotic activity [12,13]. Additionally, it has been
demonstrated that some changes in betulinic acid structure can
lead to significant differences in its anticancer and antiproliferative
activity [14,15].

The presence of betulinic acid at concentrations up to 3%
(30 mg/g) in the external dried bark of plane tree (P. acerifolia
L.) was previously reported [1,16,17]. These works focused in the
extraction of betulinic acid from the bark of plane tree through con-
ventional solid–liquid extraction with methanol, chloroform and
heptane. Nevertheless, to our knowledge, the extraction of phyto-
chemicals present in this botanical source has not been thoroughly
studied yet.

Novel liquid solvent based extraction methods include the assis-
tance of solid–liquid extraction using ultrasounds (UAE), and the
use of high extraction temperatures by increasing also pressure to
maintain the solvent in liquid state (PLE).

The use of UAE to recover triterpenic acids from different plant
matrix has been recently studied [18–20] and has proved to present
several advantages in comparison with conventional solid–liquid
extraction. These advantages include reduction of the amount
of solvent required, time and temperature, which represents an
important factor when extracting thermolabile compounds [21].
Ultrasonic cavitation enhances mass transfer through its capability

http://dx.doi.org/10.1016/j.supflu.2014.09.001
0896-8446/© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
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to facilitate hydrating and swelling of vegetal tissues as well as
diffusion and osmotic processes [22].

Also PLE to recover triterpenic acids from different botani-
cal sources has been previously reported [19,23]. PLE uses high
pressures in order to remain solvents in liquid state beyond their
normal boiling point. The combination of high pressures and high
temperatures enhances mass transfer, thus facilitating the extrac-
tion process. It has demonstrated several advantages in comparison
to traditional extraction procedures, mainly the decrease of both
time and amount of solvent. However, the lack of industrial scale
pressurized liquid extraction equipments, lead to a moderate appli-
cation of this technique.

Supercritical fluid extraction (SFE) using carbon dioxide (CO2)
was also utilized to recover triterpenoid acids from different plant
matrix, as reported by Domingues et al. [6–8], Felföldi-Gáva et al.
[24], De Melo et al. [25] and Zhao [26] among others. Due to its
low polarity, supercritical CO2 has shown a moderate capacity to
dissolve this type of compounds and thus, the use of ethanol as
cosolvent has been employed as a suitable alternative to increase
triterpenic acid recovery. An appropriate combination of pressure
and ethanol as cosolvent may  increase the yield of triterpenic acids
profusely [7].

In this paper different advanced extraction techniques (UAE, PLE
and SFE) and conventional solid–liquid extraction (SLE) are studied
and compared, with the target of recovering betulinic acid from
the bark of P. acerifolia L. Different GRAS (General recognized as
safe) solvents were utilized (ethanol, ethyl acetate and SCCO2) and
different process conditions were investigated.

2. Material and methods

2.1. Chemicals

Ethanol absolute (99.5% purity), Ethyl acetate (99%, purity) was
purchased from Panreac (Barcelona, Spain). CO2 was used as the
supercritical solvent with a purity of 99.9% produced by Carburos
Metalicos, S.A. (Madrid, Spain). Betulinic Acid reference Standar
was purchased from Extrashyntesse (Genay, Cedex, France).

2.2. Analysis

Quantification of betulinic acid (BA) in the extracts was per-
formed by HPLC Agilent 1200 series from Agilent Technologies
Inc. (Santa Clara, California, USA) according to a method previ-
ously described [19] with some modifications. Briefly, separation
was carried out using a C-18 reverse phase column (250 × 4.6 mm,
5 �m),  with a mobile phase consisting of HPLC grade acetonitrile-
Milli-Q water–phosphoric acid (80:20:0.04, v/v/v). Elution was
performed isocratically at a flow rate of 1 mL/min, at 25 ◦C, and
with a total analysis time of 30 min. Injection volume was  10 �L
and spectral data was recorded at 210 nm.  Data analysis was  per-
formed by ChemStation version B.04.03. Samples were prepared
using methanol at 0.7 mg/mL. Calibration curves of BA were con-
structed with reference standard.

2.3. Preparation of sample

4 kg of plane tree bark (P. acerifolia L.) were collected in the Cam-
pus of Universidad Autónoma de Madrid (Madrid, Spain) and were
air dried at ambient temperature for 72 h. The final content of water
in the dried sample was determined in an oven at 105 ◦C (48 h)
and resulted 9.5% mass. The bark was ground in a grind Premil 250
(Lleal S.A., Barcelona, Spain) to a mean particles size of 500 �m and
packed and stored at room temperature until utilization.

2.4. Extraction techniques

2.4.1. Solid–liquid extraction (SLE)
35 g of ground Platanus bark were extracted with 350 mL  of sol-

vent (ethanol or ethyl acetate) at 45 ◦C using a magnetic stirrer.
Extraction time was 1.5 h. The infusion was  filtrated in a vacuum
flask with a Büchner funnel and the sifted material was  washed
with 50 mL  of solvent. The liquid phase was concentrated at low
temperature (35 ◦C) in a rotavapor (VWR from IKA Works GmbH &
Co., Staufen, Germany).

In order to produce a triterpenic acid enrichment, 35 g of raw
material were extracted with 350 mL  of ethanol, as aforemen-
tioned, and the ethanol was removed in rotavapor until 1/3 of
the initial volume. Then, an equal volume of deionized water was
added, and the mixture was stored at room temperature for 30 min
until a white precipitated was  formed. The precipitated was col-
lected by filtration and was  dried in a freeze dryer from Labconco
Corporation (Missouri, USA). The liquid mixture (water/ethanol)
was concentrated in rotavapor and freeze-dried.

Extractions were carried out by duplicate and all samples were
stored under refrigeration until they were analyzed.

2.4.2. Ultrasound assisted extraction (UAE)
35 g of ground Platanus bark with the corresponding solvent

(ethanol or ethyl acetate) in a ratio 1:5 (bark:solvent) were sub-
mitted to ultrasounds for 15 min  using a 1/2′′ diameter disruptor
horn probe at 70% amplitude (maximum power output of 400 W at
60 Hz) (Branson Digital Sonifier, Branson Ultrasonics, model 250;
Danbury, USA) maintaining temperature at 45 ◦C. Sonication at the
desired amplitude level was started once the set temperature was
reached. The ultrasound probe was  submerged to a depth of 25 mm
in the sample. The input range of the selected variables was  deter-
mined by preliminary experiments and the UAE  conditions were
selected on the basis of previous studies reported in the literature
[27–30].

Extractions were carried out by duplicate. After sonication, the
samples were filtrated and dried in rotavapor. In the case of ethanol
experiments, the same procedure described in the case of SLE was
applied after UAE in order to attain a triterpenic acid enrichment. All
samples were stored under refrigeration until they were analyzed.

2.4.3. Supercritical fluid extraction (SFE)
Extractions were carried out using a pilot plant supercritical

fluid extractor from Thar Technology (model SF2000; Pittsburgh,
Pensilvania, USA) comprising a 2 L cylindrical extraction vessel
(internal diameter = 0.07 m;  height = 0.388 m)  and two different
separators, with 0.5 L capacity each one, independent tempera-
ture control (±2 K) and pressure (±0.1 MPa). The extraction device
also includes a recirculation system where CO2 is condensed and
pumped up to the desired extraction pressure. A detail explanation
of the experimental SFE device employed can be found elsewhere
[31].

For each experiment, the extraction vessel was packed with
0.57 kg of ground plane tree bark (apparent density = 381.7 kg/m3).
The extraction conditions are given in Table 4, and were performed
at 313 K, pressure range of 25–50 MPa  and with an upwards CO2
flow rate of 50 g/min. The overall extraction time was  set to 4 h.
Extractions 1 and 2 (see Table 4) were carried out in two different
steps: the first step (1.5 h) at 25 MPa  and without cosolvent and
the second step (2.5 h) at 30 MPa  and using, respectively, 10% and
20% of ethanol cosolvent. Extraction conditions were selected on
the basis of previous studies reported in the literature [6].

2.4.4. Pressurized liquid extraction (PLE)
Extractions were carried out in an accelerated solvent extrac-

tion system ASE 350 from Dionex Corporation (Sunnyvale, CA,
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Table  1
Solid–liquid extraction (SLE) of plane tree bark at 45 ◦C. BA: betulinic acid.

Solvent Yield (%) BA
concentration
(% mass in the
extract)

BA recovery
(mg/g dry
matter)

Ethanol 3.69 29.51 10.89
Ethanol Precipitate 2.22 41.48 9.21

Supernatant 0.93 3.10 0.29
Ethyl acetate 3.19 32.63 10.41

Table 2
Pressurized liquid extraction (PLE) of plane tree bark at 100, 150 and 200 ◦C. BA:
betulinic acid.

Solvent T ( ◦C) Yield (%) BA
concentration
(% mass in the
extract)

BA recovery
(mg/g dry
matter)

Ethanol 100 4.88 25.03 12.21
150 6.88 18.52 12.74
200 11.92 10.89 12.98

Ethyl acetate 100 4.39 26.69 11.72
150 4.70 21.79 10.24
200 6.21 18.87 11.72

USA) equipped with a solvent controller unit. Extractions were
performed with two different liquid solvents (ethanol and ethyl
acetate) at three different extraction temperatures (100, 150 and
200 ◦C) using 1 g of solid sample and 1 g of sea sand as a sandwich.
The consumption of solvent during extraction (amount of solvent
required to fill the extraction cell) was around 10 mL.  Extraction
conditions were selected on the basis of previous studies reported
in the literature [32]. All extractions were made by duplicate.
Extracts were dried using a rotavapor and were stored under refrig-
eration until analysis.

3. Results and discussion

Tables 1–3 present, respectively, the results obtained in the SLE,
UAE and PLE experiments. The results reported in the tables include
the extraction yield (mass of extract/mass of dried bark), the con-
centration of betulinic acid (BA) in the extract (% mass) and its
recovery (mg  BA/g of dried bark).

The extracts obtained by SLE using ethanol or ethyl acetate
present similar yield and BA concentration and thus, similar BA
recovery. Fractionation of the ethanolic extract by adding water
resulted in a precipitate with 41.48% mass of BA, and around 96%
of BA recovery in the solid phase.

The assistance of solid–liquid extraction with ultrasounds (UAE
temperature was maintained equal to the SLE temperature) pro-
duced a slight increase of BA recovery when ethanol is employed
(≈10%), while significant higher recovery was obtained with ethyl
acetate (14.74 vs. 10.41 mg/g, i.e. an increase close to 40%). Never-
theless, the concentration of BA in the ethyl acetate UAE extract is
lower than that obtained in the SLE extract (27.76 vs. 32.63% mass).
Moreover, it has to be taken into account that UAE consumed half

Table 3
Ultrasound assisted extraction (UAE) of plane tree bark at 45 ◦C. BA: betulinic acid.

Solvent Yield (%) BA
concentration
(% mass in the
extract)

BA recovery
(mg/g dry
matter)

Ethanol 3.52 33.82 11.90
Ethanol Precipitate 2.70 46.21 12.48

Supernatant 0.98 1.52 0.15
Ethyl Acetate 5.31 27.76 14.74
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Fig. 1. Effect of temperature on the extraction of betulinic acid from Platanus acer-
ifolia bark: % mass betulinic acid in the extract (black columns), extraction yield
(white columns) and betulinic acid recovery (gray columns). SLE: 45 ◦C; PLE: 100,
150 and 200 ◦C. (a) Ethanol; (b) ethyl acetate solvent.

the amount of solvent (solvent/bark ratio = 5) and lower extraction
time (15 min) in comparison with SLE.

The fractionation procedure applied to the ethanolic UAE extract
produced similar result than in the case of the ethanolic SLE extract:
a BA enriched precipitate was  obtained (46.21% mass) with 98%
recovery (slight loss of BA in the supernatant aqueous phase).

The results obtained in the PLE of plane tree bark are given
in Table 3. The effect of increasing temperature in PLE (100, 150
and 200 ◦C) is producing higher yields but lower BA concentra-
tions in the extract. That is, higher extraction temperatures favor
the extraction of compounds other than BA, which was  almost
exhausted from the raw material, as can be deduced from the simi-
lar recoveries obtained despite the extraction temperature applied.
Accordingly, in SLE (extraction temperature of 45 ◦C) the lowest
yields and the highest BA concentrations were obtained, maintain-
ing almost the same (slightly lower) BA recovery. These conclusions
hold for both ethanol and ethyl acetate solvents, as illustrated in
Fig. 1. Although the optimization of solvent consumption was not a
target of this work, it is evident that the UAE extracts were obtained
using half the amount of the solvent employed in the SLE and
PLE, and higher BA concentrations and similar BA recovery were
attained. Thus, no advantage can be established in favor of using
PLE instead of SLE or UAE, particularly if extracts with high betulinic
acid content are target.

Table 4 present the results obtained from the SFE of plane tree
bark. Extractions 1 and 2 were carried out in two steps: the first
step was carried out at 25 MPa  and 40 ◦C, without using cosol-
vent, while the second step was performed at 30 MPa, 40 ◦C and
using 10% ethanol (Ext. 1) or 20% ethanol (Ext. 2) as cosolvent.
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Table  4
SC–CO2 extraction of plane tree bark at 40 ◦C. BA: betulinic acid.

Ext 1 Ext 2 Ext 3

Step 1 Step 2 Step1 Step 2

Pressure (MPa) 25 30 25 30 50
Time  (h) 1.5 2.5 1.5 2.5 4
Ethanol cosolvent (% mass) 0 10 0 20 0
Extraction yield (%) 0.66 4.94 0.69 4.34 0.35 (S1)

0.74 (S2)
BA  concentration (% mass in the extract) 0.23 14.99 2.36 18.30 10.85 (S1)

2.18 (S2)
BA  recovery (mg/g dry matter) 0.02 7.41 0.16 7.94 0.38 (S1)

0.16 (S2)

The two-step approach was accomplished expecting that low
amounts of BA were extracted in the first step, and high concentra-
tion of the acid may  possibly be achieved in the extract produced
in the second step due to the addition of ethanol as CO2 cosolvent.
Ext. 3 in Table 4 was carried out at higher pressure (50 MPa) and
without cosolvent. Additionally, fractionation of the extract using
the cascade decompression system was employed with the objec-
tive of producing a sample with high concentration of BA in the first
separator.

The low yield obtained in the first step of Extractions 1 and 2
resulted in just a slight increase of BA concentration in the second
fraction of the two-step procedure. On the other side, the on-line
fractionation applied when pure CO2 was utilized (Ext. 3 in Table 4)
produced a significant concentration of BA in the extract precipi-
tated in the first separator. Although this fractionation alternative
can produce a sample with 10.85% mass of BA, the use of ethanol
as cosolvent is an important variable to be investigated in order to
maximize SFE of betulinic acid from plane tree bark (BA % mass was
15 and 18% when, respectively, 10 and 20% ethanol cosolvent was
utilized). The CO2/feed ratio employed in this work was  21 kg/kg,
similar to the value utilized by Domingues et al. [6] (27 kg/kg) in the
SFE of triterpenic acids from eucalyptus bark. Despite the % cosol-
vent was proven to be a very important variable in the SFE of plane
bark, the CO2/feed ratio is also a variable that should be investigated
and optimized.

In the range of SFE experimental conditions investigated all
liquid solvent based extraction techniques (SLE, UEA and PLE) pro-
duced higher recovery of BA (10–15 mg/g) than those obtained with
SFE (ca. 8 mg/g when using ethanol as CO2 cosolvent). With respect
to the concentration of BA in the extract, ethanol and ethyl lactate
produced extracts with values up to 25–35% mass, higher than the
maximum obtained in SFE (18% mass).

Fig. 2 shows a comparison between the extraction methods
using liquid ethanol (SLE, UAE and PLE) and the SFE using ethanol
as CO2 cosolvent. Fig. 2(a) indicate that all liquid solvent based
methods produce high BA recovery (≈12 mg  BA/g bark) while very
low BA recovery is obtained by SFE with pure CO2 despite the
high extraction pressure applied (50 MPa). The addition of 10–20%
ethanol significantly increases BA recovery up to values close to
those obtained by liquid ethanol extraction.

Fig. 2(b) depicts the concentration of BA (% mass) obtained in the
different extracts. It can be observed in the figure how the addition
of ethanol cosolvent in the SFE results in an increase of BA % mass
in the extract. Yet, UAE extract present around a two-fold increase
of BA concentration in comparison with the SFE extracts. Finally,
Fig. 2(c) compares the ethanol consumed by each technological
approach. Although the consumption of ethanol was  not optimized
in this work, it can be concluded from the figure that lower amount
of ethanol is required in SFE technology per unit of mass of target
BA recovery.
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Fig. 2. Comparison between the extraction methods using liquid ethanol (SLE, UAE
and  PLE) and SFE with 0, 10 and 20% ethanol cosolvent. (a) BA recovery; (b) BA
concentration; (c) ethanol consumption.

4. Conclusions

Considering the results obtained in this work, it can be con-
cluded that the plane tree bark extract with higher concentration
of betulinic acid was  obtained by ethanol extraction assisted with
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ultrasounds and followed by a simple pre-fractionation step using
water. This approach produced an extract with 46.21% mass of
betulinic acid and 2.7% yield. Furthermore, ethyl acetate UAE can
produce almost a two fold increase of extraction yield (5.31%) with
ca. 28% mass of betulinic acid in the extract.

The preliminary SFE accomplished in this work, permit to pre-
sume that the use of ethanol as CO2 cosolvent has the most
significant effect on the extraction of betulinic acid from plane
tree bark. In comparison with SLE, UAE and PLE, 20% ethanol cosol-
vent resulted in high yield (4.34%), good concentration of betulinic
acid in the extract (18.30% mass) and almost one third of ethanol
consumption. Further investigation to optimize SFE conditions and
attain higher betulinic acid recovery is necessary.
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[14] H. Kommera, G.N. Kaluderović, J. Kalbitz, B. Dräger, R. Paschke, Small structural
changes of pentacyclic lupane type triterpenoid derivatives lead to significant
differences in their anticancer properties, European J. Medicinal Chemistry 45
(2010) 3346–3353.

[15] R.C. Santos, J.A. Salvador, R. Cortés, G. Pachón, S. Marín, M.  Cascante, New
betulinic acid derivatives induce potent and selective antiproliferative activ-
ity through cell cycle arrest at the S phase and caspase dependent apoptosis in
human cancer cells, Biochimie 93 (2011) 1065–1075.

[16] V. Bruckner, J. Kovács, I. Koczka, Occurrence of betulinic acid in the bark of the
plane tree, J. Chemical Society 8 (1948) 948–951.

[17] T. Galgon, D. Höke, B. Dräger, Identification and quantification of betulinic acid,
Phytochemical Analysis 10 (1999) 187–190.

[18] S.R. Pai, M.S. Nimbalkarb, N.V. Pawarc, G.B. Dixita, Optimization of extraction
techniques and quantification of betulinic acid (BA) by RP-HPLC method from
Ancistrocladus heyneanus Wall, Ex Grah, Industrial Crops and Products 34 (2011)
1458–1464.

[19] M.  Wojciak-Kosior, I. Sowa, R. Kocjan, R. Nowak, Effect of different extraction
techniques on quantification of oleanolic and ursolic acid in Lamii albi flos,
Industrial Crops and Products 44 (2013) 373–377.

[20] E.Q. Xia, Y.Y. Yu, X.R. Xu, G.F. Deng, Y.J. Guo, H.B. Li, Ultrasound-assisted extrac-
tion  of oleanolic acid and ursolic acid from Ligustrum lucidum Ait, Ultrasonics
Sonochemistry J. 19 (2012) 772–776.

[21] Q. Chen, M. Fu, J. Liu, H. Zhang, G. He, H. Ruan, Optimization of ultrasonic-
assisted extraction (UAE) of betulin from white birch bark using response
surface methodology, Ultrasonics Sonochemistry J. 16 (2009) 599–604.

[22] M.  Vinatoru, An overview of the ultrasonically assisted extraction of bioactive
principles from herbs, Ultrasonics Sonochemistry J. 8 (2011) 303–313.

[23] B. Rhourri-Frih, I. Renimel, P. Chaimbault, P. André, G. Herbette, M.  Lafosse,
Pentacyclic triterpenes from Manilkara bidentata resin. isolation, identification
and  biological properties, Fitoterapia 9 (2013) 101–108.

[24] A. Felföldi-Gáva, B. Simándi, S. Plánder, S. Szarka, É. Szőke, Á. Kéry, Betulaceae
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