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RESUMEN/ABSTRACT

RESUMEN

El alperujo es un subproducto de la aceituna con escasas aplicaciones. Sin embargo,
cuenta con un elevado contenido en polifenoles que pueden ser aprovechados. La
aplicacion de microondas logra incrementar la extraccion de estos compuestos
bioactivos. Con este estudio se pretende desarrollar un pretratamiento con microondas
con el que se obtengan elevados rendimientos de extraccion, facilitando el escalado
posterior del proceso al reducir el tiempo de aplicacién de las microondas. El
pretratamiento logra incrementar el rendimiento de extraccion hasta un 65% en las
condiciones estudiadas. El aumento en la velocidad de extraccion es superior al 400%,
reduciendo el tiempo necesario para la extraccion. Los principales compuestos
polifendlicos presentan rendimientos de extraccién superiores con el pretratamiento,
alcanzando para el hidroxitirosol rendimientos de 75mgur/gom. La aplicacion de las
microondas directamente sobre el alperujo, sin disolvente afiadido, ha demostrado ser

el pretratamiento mas efectivo, lo cual facilita el escalado del proceso de extraccion.
Palabras clave

Pretratamiento con Microondas, Polifenoles, Rendimiento de Extraccién, Alperujo, HPLC






ABSTRACT

Olive pomace is a by-product with few applications. However, its high polyphenolic
content could rise its value. Microwave application promotes an increase in bioactive
compounds extraction. The aim of this study is to develop a microwave pretreatment to
increase extraction yields, making it easier to scale-up the process by reducing the
microwave-application time. Increases up to 65% in the extraction yield are achieved,
within the studied conditions. The rise achieved in the extraction kinetics is greater than
400%, therefore, the extraction time is reduced. The extraction yield of the main
polyphenolic compounds grows due to the pretreatment, achieving 75mgur/gom for
hydroxytyrosol. Direct microwave application to the pomace, without added solvent, has

proved to be the most effective method, which facilitates the process scale-up.
Keywords

Microwave Pretreatment, Polyphenols, Extraction Yield, Olive Pomace, HPLC
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1. Introduccion y objetivos

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. INTRODUCCION

1.1.1. ¢POR QUE ES IMPORTANTE?

El principal propdsito de esta investigacion es desarrollar un método sostenible para
extraer compuestos bioactivos de interés a partir del residuo de aceituna que se genera
durante la obtencién de aceite, conocido como alperujo. Con el desarrollo de este
método se logra, por un lado, obtener diversos polifenoles cuyas aplicaciones se detallan

a continuacién, y, por otro lado, revalorizar el residuo de aceituna.

En 2016 en Espafia la produccién de aceitunas ha sido de 6.6 millones de toneladas, un
10% mas que en 2015. En Europa la produccién durante 2016 fue de 11.8 millones de
toneladas, con un incremento en torno al 5% respecto al afio anterior!. Estos datos
indican que, en Europa, y en especial en Espafia, los cultivos de aceitunas se incrementan
cada afo, y que suponen una parte importante de la agricultura del pais, por lo que
revalorizar los residuos generados por el principal uso de estas cosechas, la produccién
de aceite, supondria una gran mejora. El alperujo supone un 73% del peso de las
aceitunas procesadas para obtener aceite?, pudiendo ser incluso del 80%>. En Espafia se
generan en torno a 4 millones de toneladas de alperujo®. El alperujo es un residuo que se
genera en los molinos de dos fases, empleados mayoritariamente en Espafia y otros

paises frente a los molinos de tres fases por su mayor rendimiento®.

El orujo de aceituna supone muchos problemas de no ser tratado, entre los que se
encuentran los siguientes®: elevado grado de contaminacion orgénica, fuerte olor, pH
ligeramente 4cido (entre 3 y 5.9) y elevada cantidad de sélidos. Ademas, presenta un
elevado contenido de polifenoles, los cuales presentan un gran interés, que no son
facilmente biodegradables y son tdxicos para muchos microorganismos. Por estas
razones, no es posible depositar el alperujo directamente sobre el suelo de manera no
controlada, ya que causaria eutrofizacion, debido al gran contenido de fdsforo, vy
fitotoxicidad, daflando algunos cultivos. Este residuo contamina 100-200 veces mas que
los residuos domésticos, por lo que no debe tratarse junto con este tipo de residuos?. Al
extraer los polifenoles, principales causantes de la toxicidad del alperujo, se logra reducir

el impacto ambiental y reducir los costes de tratamiento del residuo. El hecho de que la
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produccion de aceite se realice durante Unicamente 4 meses al afio o menos, hace que
durante estos meses sea necesario almacenar el alperujo para que sea tratado durante

el resto del afo.

El aceite de oliva, extraido mediante un molino de dos fases, cuenta Unicamente con un
2% de los polifenoles inicialmente presentes en las aceitunas, mientras que el resto de
los polifenoles pasan al alperujo®. Por esta razén se busca extraer estos compuestos, bien
para afiadirlos nuevamente al aceite, logrando obtener un aceite con un mayor contenido
de compuestos bioactivos*, o bien para otros compuestos cosméticos, farmacéuticos,
etc. que se mostraran a continuacion. Ademas, estos compuestos bioactivos han sido
relacionados con efectos antioxidantes y antiinflamatorios, asi como antibacterianos®.
Estos compuestos fendlicos has sido relacionados con una disminucion del riesgo de
padecer cdncer® y con una baja mortalidad por CHD (Coronary Heart Disease,
enfermedad coronaria) por la capacidad antioxidante que induce al plasma, asi como la
disminucidn del serum TXB,’. Debido a la capacidad antioxidante de los polifenoles, estos
compuestos presentan un gran interés, puesto que las especies reactivas del oxigeno han

sido consideradas como una causa de enfermedades en el ser humano®.

Con este trabajo se pretende demostrar que la extraccién de polifenoles del alperujo se
puede potenciar por medio de un pretratamiento con microondas sobre la materia
prima. Para extraer estos compuestos es necesario calentar el alperujo vy el disolvente,
para lo que se pueden emplear diversos métodos: calefaccién convencional, microondas,
horno, etc. Con este pretratamiento se busca degradar las paredes celulares del alperujo,
de modo que los polifenoles que se encuentran dentro sean liberados al disolvente®.
Como disolvente, la mezcla etanol/agua ha sido considerada la mas efectiva para extraer
estos compuestos de la materia orgdnica, frente a otros como son el metanol, acetato de
etilo, etc.1°. El tratamiento con microondas se ve beneficiado por este disolvente, ya que,
debido a sus buenas propiedades dieléctricas, convierte facilmente la energia en calor!?!,
El calentamiento con microondas presenta una gran ventaja frente al calentamiento
convencional, y es que debido a que la energia emitida es absorbida tanto por el
disolvente como por el alperujo, el calor se genera en el interior, en lugar de tener que
emplearse calor para calentar las paredes del recipiente!?. De este modo la temperatura

es mas homogénea en todo el medio de extraccion, evitando un sobrecalentamiento
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durante un tiempo prolongado del material que se encuentra junto a las paredes,

pudiendo provocar la degradacion de estos compuestos de interés!3,

En trabajos previos?'#1> se realizd la extraccion con la aplicacion de microondas durante
toda la extraccion, lo cual supone un gasto energético elevado, que es necesario reducir
para obtener un método menos costoso. El uso de microondas durante todo el proceso
no es valido para fines industriales, sino que Unicamente a escala de analitica en el
laboratorio. De probarse que el pretratamiento es efectivo, supondria un proceso mas
sostenible, con un menor consumo energético, ya que el tiempo de aplicacion de las
microondas es mucho menor. Un pretratamiento dura unos pocos minutos, mientras que
la extraccion puede durar hasta 24 horas, aunque en esta investigacién se realizaron

extracciones de hasta 2 horas.

Otra ventaja de usar un pretratamiento con microondas es que el escalado es mas
sencillo. Las microondas permitidas para su uso industrial pueden ser de dos frecuencias,
915 MHz y 2450 MHz, para no causar interferencias con las ondas de comunicacion®.
Normalmente, a nivel industrial, se emplean las de frecuencia 2.45 GHZ, que presentan
una longitud de penetracion que es funcion de las propiedades del medio, disolvente y
materia prima’®, que no es lo suficientemente grande como para poder escalar la
extraccion para su uso industrial. Esto implicaria que la extraccién, de usar microondas
durante todo el proceso, no podria realizarse en grandes recipientes, ya que solo
afectaria a las capas mds externas, mientras que aquellas que se encuentran lo
suficientemente alejadas de la fuente de microondas no se verian afectadas. No obstante,
de probarse que el pretratamiento es efectivo, supondria que se podria escalar el

proceso, usando un pretratamiento en continuo con microondas.

Desde el punto de vista econdmico, la extraccion de polifenoles puede resultar viable,
debido a que este tipo de compuestos, de no ser obtenidos de productos naturales, son
sintetizados por métodos quimicos, encareciendo el producto?’. El alperujo, de no ser
revalorizado, no solo implica no sacar beneficio de su explotacion, sino que ademas debe
ser tratado antes de ser depositado. En algunos casos se usa como fertilizante por su alto
contenido en nutrientes'®, pero como se detalla anteriormente también causa problemas

de toxicidad y eutrofizacion, por lo que es necesario un tratamiento previo.
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1.1.2. APLICACIONES

Como se ha indicado anteriormente, los polifenoles son sustancias bioactivas que
presenta numerosos beneficios para la salud de las personas. Los polifenoles son un
grupo amplio de compuestos quimicos que comparten un ciclo aromatico unido a un
grupo hidroxilo. En funcidon de la posicion de los grupos hidroxilo, asi como de los
sustituyentes del anillo aromético, asi serd su actividad bioldgica'®. Las aplicaciones
principales de los polifenoles se centran en tres categorias: farmacéutica, nutricional y

cosmética.
Farmacéutica

Debido a la estructura quimica de estos compuestos, presentan una gran variedad de
aplicaciones farmacoldgicas en funcidn de los sustituyentes del anillo aromatico y de los
grupos hidroxilo que contienen. A continuacion, se detallan algunos de los beneficios

probados de estos compuestos bioactivos.

Los polifenoles, entre los que destaca el hidroxitirosol, son especies antioxidantes de
origen natural. Gracias a estas propiedades antioxidantes, se ha demostrado que atacan
a las especies reactivas del oxigeno (ROS), reduciendo y previniendo el dafio que estas
especies causan a las células y en particular al ADN?°. Las ROS aparecen cuando las
células, en este caso se estudiaron las células de melanoma humanas?®, estdn expuestas
a la radiacién UV, mientras que el hidroxitirosol actla atrapando estas especies vy

reduciendo su capacidad hasta en un 40%.

El estudio del efecto de los polifenoles en la reduccién del CHD (coronary heart disease)
revelan que favorecen la reduccién de las posibilidades de sufrirla, gracias a una mejora
de las condiciones cardiovasculares, favoreciendo la circulacion’21. No obstante, no se ha
demostrado que induzcan un efecto antioxidante a la LDL (lipoproteina de baja densidad).
Para que este este efecto sobre sea significativo, la cantidad total de polifenoles

absorbidos debe ser mayor que la que proporciona una dieta??.

Los compuestos fendlicos presentes en el aceite de oliva han demostrado poseer
capacidad antiinflamatoria, lo cual los convierte en compuestos valiosos para prevenir

patologias como el cancer, la artritis o enfermedades neurodegenerativas, las cuales
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estdn causadas por la inflamacién cronica??. Se ha estudiado el efecto que tienen estos

compuestos sobre indicadores de la inflamacion, dando resultados positivos.

El hidroxitirosol y la oleuperina, dos de los compuestos fendlicos con mayor presencia en
la aceituna vy sus derivados, presentan actividad antimicrobiana ante diversas cadenas de

bacterias, en especial frente a bacterias ATTCS.

Para poder obtener efectos significativos de estos polifenoles y poder usarlos como
farmacos, es necesario obtener una concentracion significativa de los mismos, por lo que
es necesario purificarlos?>?3. Una forma de obtener diversas fracciones de polifenoles
diferenciadas es mediante una separacion cromatografica en fase sélida invertida,
logrando obtener hidroxitirosol purificado®. Otra barrera para el desarrollo de estos
posibles farmacos es la biodisponibilidad de estos compuestos para el cuerpo humano?3.
Cada compuesto puede ser absorbido en una parte distinta del cuerpo, o en algunos

casos no ser absorbida.
Nutricional

Segun la regulacion de la Unién Europea 432/2012, para que el aceite de oliva presente
beneficios sobre la salud, este debe contener al menos 250 mg de hidroxitirosol y de sus
polifenoles derivados por cada kg de aceite?®. El aceite de oliva contiene una
concentracion de polifenoles de menos de 300 mg/kg, por lo que se podria incrementar
el ndmero de polifenoles afadiendo aquellos extraidos del alperujo, llegando a
concentraciones de 900 mg/kg?>. Con esto se logra obtener un aceite con mayor
contenido en antioxidantes que tiene efectos positivos, como son un descenso de la
lipoproteina de baja densidad, LDL, asi como beneficios en la funcion endotelial en
personas con hipertension, frente al aceite de oliva no enriquecido. De este modo, se
podria reducir la ingesta de aceite, manteniendo sus efectos positivos, logrando asi

reducir la ingesta de lipidos.

La posibilidad de usar estos compuestos fendlicos como ingrediente o aditivo en
alimentos debido a su capacidad antioxidante presenta un amplio abanico de ventajas®.
En primer lugar, el uso de polifenoles naturales sustituiria el uso de otros antioxidantes
sintéticos, entre los que destacan el butil hidroxitolueno (BHT), el butil hidroxianisol (BHA)

y el terc-butil hidroquinona (TBHQ), que han mostrado efectos secundarios**°. Por otro
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lado, estos antioxidantes presentan un gran nimero de beneficios para la salud, que van
desde efectos antiinflamatorios, hasta acciones quimioprotectivas contra el cancer.
Aquellos compuestos que mayor capacidad antioxidante muestran son el hidroxitirosol,
la oleuperina y sus derivados, algunos flavonoides, etc. #?2. Un inconveniente del uso de
estos polifenoles como aditivo en alimentos y bebidas, es el hecho de que estos

compuestos bioactivos inducen un sabor amargo y astringente?®.
Cosmética

Los polifenoles han sido testados en productos cosméticos debido a algunas de sus
propiedades, con buenos resultados. La adiccion de compuestos fendlicos extraidos de la
aceituna a cremas da como buenos resultados, bien sea para blanquear la piel,
reduciendo el contenido en melanina, como reduciendo la edad de la piel, disminuyendo
las manchas y arrugas?®. El uso de estos compuestos sustituye el procesado de otros
productos, como la hidroquinona, prohibida en Estados Unidos, al ser calificada como

droga.

Los polifenoles obtenidos del alperujo pueden emplearse en cremas solares, debido a la
proteccién contra los rayos UV de algunos polifenoles, entre los que destacan los
flavonoides?’?8. De este modo, la concentracién de especies reactivas de oxigeno (ROS,
Reactive Oxygen Species) se ve reducida, disminuyendo el dafio sobre el ADN causado
por la radiacion UV. Ademds, determinados polifenoles reducen la actividad de algunas
enzimas (proteinasas) que favorecen la degradacién de proteinas de la piel. Estas

proteinas son fundamentalmente el coldgeno vy la elastina.
Otros

Estudios recientes han demostrado que los polifenoles también pueden tener
aplicaciones en biomateriales?. Algunos polifenoles presentan interés para la formacion
de uniones cruzadas en el coldgeno, principal proteina del cuerpo humano. De este
modo, se lograria mejorar las propiedades mecdnicas de proétesis y otros dispositivos
médicos, empleando materiales biolégicamente compatibles. Los tejidos sobre los que
se podria aplicar esta tecnologia son en tejido 6seo, sobre la dentina, en valvulas
cardiovasculares, mostrando en este Ultimo caso beneficios para la microcirculacion

permitiendo la relajacién de las paredes.
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1.1.3. éPOR QUE BUSCAR POLIFENOLES? ¢Y EN EL ALPERUJO?

Lo que se busca con la extraccion del alperujo de aceituna es potenciar el contenido de
polifenoles en el extracto. Para estos se analizan el contenido total de polifenoles (TPC),
y se calcula el rendimiento de la extraccion como la cantidad de polifenoles extraidos por
cada gramo de alperujo, tomando como base la cantidad de alperujo seco, ya que es mas
representativo debido a la variacion de la humedad en funcién de la procedencia de la
materia prima. Una vez conocidos los polifenoles extraidos, se analizaron qué
compuestos se pueden extraer, ya que, en funcién de la estructura de cada polifenol,

éste presenta unas propiedades y unas aplicaciones.

Como se ha descrito anteriormente, los polifenoles son compuestos con varias
aplicaciones y beneficios. Los polifenoles se clasifican de manera simplificada en
flavonoides y no-flavonoides?3. En la Tabla 1 se muestran los principales grupos de
polifenoles. La estructura de los principales compuestos polifendlicos en el aceite de oliva
se muestran en la Figura 1. Estos compuestos se encuentran también en el alperujo, ya

gue tienen la misma procedencia.

Tabla 1. Clasificacion de los polifenoles

Categoria Compuestos
Flavonoides Antocianinas
Flavonoles
Flavones Quercitina
Flavanones Leutolina
Isoflavones
Isoflavonoides
Isoflavanes
Flavanoles Catequina
Derivados del acido Acido caféico, acido
No Flavonoides cinamico p-cumarico, acido ferulico

Acidos fendlicos
Derivados del acido

benzoico Acido gélico, 4cido vanilico

Lignanos

Estilbenos Resveratrol
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m CH=CHCO,H
HO OH o OH /©/
HO

OH

hydroxytyrosol tyrosol cinammic acid
(3.4-dihydroxyphenyl ethanol)

o}
CH=CHCO,H
HomH Hom /@/
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OCHa OCH;
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Hom COCH; Hom COCH; Hom 0>CHs

OH OH OH
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HO
oleuropein elenolic acid with closed ring elenolic acid with open ring

Figura 1. Estructura de los principales compuestos polifendlicos en el aceite de oliva®

Los polifenoles con mayor nimero de aplicaciones y que presentan mas beneficios
encontrados hasta la fecha son el hidroxitirosol, el dcido gélico y la oleuperina. Algunos
compuestos pueden transformarse en otros polifenoles, como es el caso de la oleuperina,
que bajo una incubacién en medio 4cido (acido citrico) se puede convertir en
hidroxitirosol como se demuestra en la patente3C. Los compuestos derivados de la
aceituna contienen hidroxitirosol, oleuperina, tirosol y otros compuestos fendlicos, con

numerosas aplicaciones.

Los polifenoles se encuentran en gran variedad de materias primas vegetales, entre las
que destacan las uvas'®31733 |3 linaza®*, la ortiga®®, el cardamomo3® u otras como las
manzanas, el té o el azafran®’. Los polifenoles son metabolitos secundarios que se forman
en las plantas, especialmente en las partes de las mismas expuestas a la luz solar, como
es el caso de las hojas, la piel, los tallos, etc.’>. No todas las plantas presentan los mismos
compuestos, ni las mismas, cantidades de polifenoles. El principal interés que muestra el
alperujo frente a otros compuestos, como los mencionados anteriormente, es su elevada
produccion, la falta de pretratamiento ya que se obtiene directamente como una mezcla
himeda, la presencia de polifenoles de gran interés como el hidroxitirosol y la oleuperina.

Estos compuestos aparecen principalmente en partes externas, de modo que en los
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huesos de aceituna que hay en el alperujo se encuentran pocos polifenoles®, lo cual
tienen un impacto positivo que es el hecho de que no haya que romper la muestra,

ahorrando energia que se consumiria en el pretratamiento.

Otros estudios se han centrado en la extraccion de polifenoles de otros subproductos de
la produccion de aceite de oliva como son las hojas del olivo®349 o el agua residual de
los molinos, empleando métodos similares. En el caso de las hojas de oliva, estas
contienen mas oleuperina, que se trata de su principal compuesto fendlico. No obstante,
el principal problema de es la degradacién que se produce a temperaturas mayores a
602C*. En el caso del residuo que se genera en los molinos de tres fases, éste tiene un
mayor contenido en humedad. Por esta razén, se requiere un pretratamiento, que puede
ser una fase de secado, dsmosis inversa o filtrado*!. No obstante, el alperujo presenta
mas ventajas frente a estas alternativas, ya que no es necesario ningln pretratamientoy

ademas tienen mayor nimero de compuestos polifendlicos*?.

Recientemente los estudios del alperujo se han potenciado, debido a su elevado
contenido en polifenoles, la gran produccion anual, sobre todo en los paises del
Mediterraneo vy la facilidad de obtenerlo, ya que es un subproducto directo de la
produccion de aceite de oliva, sin necesidad de tratarlo. Los beneficios que presenta el
aceite de oliva han hecho que se busquen las razones en alglin compuesto que contiene,
observandose que los polifenoles presentan algunas de estas ventajas y muchas otras.
Ademads, Unicamente el 2% de estos compuestos pasan al aceite, quedando el resto en el
alperujo. Los polifenoles son compuestos polares, de modo que cuando se realiza la
extraccion del aceite de oliva, al mostrar mayor afinidad debido a su polaridad por el agua
en lugar de la fase aceitosa, permanecen en el residuo, lo cual explica la gran

concentracién de polifenoles que presenta el alperujo.

El alperujo contiene gran variedad de polifenoles, encontrandose en mayor cantidad los
siguientes: hidroxitirosol, tirosol, rutina, luteolina, dcido cumarico, acido vinilico, acido
cafeico y los diversos glucdsidos que estos compuestos forman®43. Con los analisis de las
extracciones llevadas a cabo se pretende encontrar estos compuestos, asi como otros en

menor concentracion.
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Con este trabajo se pretende analizar la extraccién de polifenoles totales mediante
extraccion asistida por microondas, asi como analizar en qué momento y bajo qué
condiciones aparecen determinados compuestos. Para ello se realizaron otros dos
analisis complementarios al TPC (Total Phenolic Content) que fueron el analisis de
flavonoides totales y la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). De este modo
se conocid, cuantitativamente, qué compuestos estan presentes en los extractos de los
diversos experimentos, conociendo en qué modo se potencia la extraccién de
determinados compuestos, intentando lograr que estos compuestos sean aquellos de los

gue se conoce un mayor numero de aplicaciones.

1.1.4. PROBLEMAS A RESOLVER

Para lograr extraer los polifenoles es necesario emplear un disolvente que muestre
afinidad por los polifenoles. Como disolventes se han estudiado acetato de etilo, metanol,
etanol, acetona e isopropanol®®. No obstante, el disolvente para extraer polifenoles que
mejores resultados da es el etanol, siendo ademads un disolvente no téxico, lo cual le hace
mas apropiado que otros como el metanol. El etanol se emplea mezclado con agua, ya
gue los compuestos fendlicos muestran afinidad por ambos compuestos polares, y asi se
reduce el consumo de etanol que tiene un coste mayor. Se pretende optimizar la
concentracion de la mezcla etanol/agua, determinado el rendimiento y qué compuestos
muestran mayor afinidad por un disolvente u otro. Los datos optimizados se analizaran
para comprobar la posible viabilidad econdmica, ya que cuanto mayor es la

concentracién de etanol, mayor es el coste en disolvente.

Los compuestos de interés se encuentran en su mayoria dentro del interior de las células,
de modo que es necesario romper la pared celular para poder liberar estos compuestos.
La resistencia de la pared celular es un problema a resolver, para lo cual se emplean
microondas como método de liberar los polifenoles de la estructura celular, potenciando
el rendimiento de extraccion. La extraccion se realiza en un bafio termostatico para poder
extraer los polifenoles de manera mas eficiente y aumentar asi la solubilidad de los
polifenoles en el disolvente. Con el pretratamiento con microondas se logra intensificar
la extraccion de los compuestos intracelulares. Se tomaron varias muestras en varios
tiempos de extraccion, siendo la primera en el tiempo cero para evaluar los polifenoles

libres que no se encuentran en el interior de las células.
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Otro inconveniente del alperujo es la elevada humedad que presenta, con valores
cercanos al 70% de humedad en peso. El alperujo, al contener una elevada cantidad de
agua, dificulta la extraccion y la absorcidon de energia de las microondas por parte de la
materia solida. Esta humedad no puede ser eliminada de manera eficiente, ya que
implicaria una etapa de secado en un horno, que no es viable debido al coste y a la posible

degradacion.

Otro problema a resolver de la extraccidn es el ratio sélido/liquido, ya que es un aspecto
critico de la misma. Cuando se aumenta la cantidad de liquido afiadida para la extraccion
se han logrado mejores resultados, con respecto al rendimiento de extraccion. No
obstante, el aumento de la cantidad de disolvente implica un mayor coste, asi como la
generacion de un residuo mayor con la extraccion, ya que después de la extraccion es
necesario un proceso de purificacion, separando los compuestos objetivo del disolvente,
y separando luego las distintas fracciones de polifenoles®. Para alcanzar las condiciones
optimas de extraccion, tanto ratio sdlido/liquido, como composicién del disolvente y
temperatura, se empled el método de superficie de respuesta, RSM (Response Surface
Method). Con este procedimiento se busca obtener los valores que maximizan el
rendimiento de extraccion, observando las posibles interacciones entre las tres

condiciones de operacion.

Del pretratamiento con microondas surgen tres alternativas: realizarlo sin disolvente
afiadido, realizarlo afiadiendo Unicamente agua o realizarlo afiadiendo todo el disolvente.
Esta cuestion proviene del objetivo de adecuar el proceso a nivel industrial en un futuro.
La posibilidad de realizarlo con la menor cantidad de disolvente implicaria grandes
ventajas una vez realizado el escalado, debido a la consiguiente reduccion tanto del

tamafio de los equipos como del consumo energético asociado.

Los compuestos polifendlicos son susceptibles de degradarse, especialmente cuando
estan expuestos a temperaturas elevadas. La degradacién térmica de estos compuestos
de interés'3 se produce cuando son sometidos a elevadas temperaturas durante largos
periodos de tiempo, por lo que la extraccion se estudidé a temperaturas moderadas,
inferiores a 702C. Con el pretratamiento con microondas se alcanzaron temperaturas
superiores, pero durante cortos periodos de tiempo. Lo que se busca con la aplicaciéon de
este tipo de energia, en comparacion con el empleo de un método de calentamiento
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convencional, es una distribucion mas homogénea de la temperatura en toda la muestra,
evitando que las partes pegadas a la superficie del recipiente se degraden con el objetivo
de elevar la temperatura de la materia que se encuentra en el interior. Otro problema
gue surge de elevar la temperatura de la muestra durante largos periodos de tiempo es
la apariciéon de compuestos no deseables, como los furfurales, por la pirolisis que se

produciria.

Los polifenoles son compuestos antioxidantes, de modo que, si se encuentran en un
medio oxidativo, estos se oxidan primero, protegiendo de esta manera al entorno. Tanto
las muestras extraidas como la materia prima empleada son susceptibles de oxidarse en
presencia de oxigeno. Para evitar la oxidacion de los compuestos se aplicaron las
siguientes medidas: atmdsfera de nitrogeno y congelaciéon. Durante las extracciones, vy
dado que se trabaja a temperaturas superiores a la temperatura ambiente, se elimind el
aire de los matraces, una vez afiadido el disolvente y el alperujo, introduciendo nitrégeno.
De este modo las extracciones se llevaron a cabo en una atmosfera inerte evitando la
oxidacion de los compuestos objetivo. La muestra se conservé congelada, evitando asi su
oxidacion. Antes de cada experimento se descongelo la materia prima para la extraccion.
Durante las extracciones, para parar la extraccién y evitar la oxidacién de los polifenoles,
se guardaron las muestras tomadas en el congelador, evitando la posible degradacion.
Antes de congelar la materia prima se realizaron pruebas de extraccién, comparando los
resultados con los obtenidos de las extracciones sobre el alperujo descongelado,

comprobando que la congelacién no afecta a los polifenoles extraidos.

1.1.5. TRABAJO PREVIO EXTRACCION DE POLIFENOLES

Métodos de extraccion de polifenoles

La extraccion de los compuestos polifendlicos se ha llevado a cabo en la bibliografia por
métodos variados: alta temperatura y alta presién, empleando ultrasonidos o
microondas, etc. Lo que se busca con todos estos métodos es potenciar el rendimiento
de extraccion de los compuestos fendlicos de las diversas materias vegetales en las que

se encuentran.

La extraccion convencional de los compuestos fendlicos se divide entre las extracciones

con disolvente y la extraccién mediante métodos fisicos. Los polifenoles se pueden
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extraer mediante la filtracién de la muestra, para separar los polifenoles por dsmosis
inversa***>. El método mas empleado, ya que permite posteriormente el uso de
tratamiento que incrementen el rendimiento de extraccién, es la extraccién con
disolvente afiadido. Dentro de los disolventes empleados, la extraccién de polifenoles se
ve favorecida por el uso de mezclas etanol/agua'®. Previamente a la etapa de extraccién
se puede llevar a cabo un etapa de pretratamiento en la que se homogeniza la muestra
o se elimina la humedad®. Esta etapa previa no es deseable, ya que supondria un

encarecimiento del proceso de extraccion.

La intensificacion de la extraccion mediante la aplicacion de ultrasonidos a la muestra ha
sido empleada para extraer compuestos fendlicos de diversas fuentes: hojas de olivo*®,
ortiga®>, alperujo?’, etc. Los ultrasonidos se aplican sobre la materia organica, a la que se
ha afiadido disolvente. De este modo se logra que los polifenoles difundan a la fase
liquida. Una ventaja que presenta este método es que se puede emplear agua como
disolvente en lugar de otros compuestos organicos que pueden presentar mayor impacto
y coste*’. Esta técnica se puede emplear junto con otros métodos de intensificacion,

como las microondas*®.

La extraccion de polifenoles en reactores de alta temperatura-alta presion (HTHP) ha sido
desarrollada para el alperujo®®. En este tipo de extraccidon se aplican elevadas
temperaturas y presiones a la muestra, junto con el disolvente, de modo que la materia
vegetal del alperujo se fraccione, liberando los compuestos al disolvente. Presenta
elevados rendimientos de extraccidn, llegando un rendimiento maximo de 45 mgeae/gowm,
manteniendo la muestra durante 90 minutos a 1802C. Aunque los rendimiento de
extraccion sean elevados, los polifenoles son compuestos facilmente degradables ante
temperaturas elevadas, especialmente si estan sometidos a estas condiciones durante
elevados periodos de tiempo, afectando fundamentalmente a la capacidad antioxidante

de dichos compuestos3~0,

Otras técnicas se han estudiado, como el caso de la extraccion de polifenoles empleando

como disolvente CO; supercritico sobre alperujo®°.

Extraccion de polifenoles con microondas
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Dentro de los diferentes tipos de métodos de extraccion cabe destacar aquellos en los
gue se emplearon microondas como método de intensificacion de la extraccién. La
aplicacién de microondas puede ser durante toda la extraccion34485152 o (nicamente al
principio®3. Con la aplicacién de un pretratamiento se pretende alcanzar rendimientos de
extraccion similares con un menor uso de las microondas, que supondria una reduccion
del consumo, asi como de las necesidades de volumen una vez escalado el proceso de
extraccion. En las extracciones con microondas se emplean diversas materias vegetales
como origen de los polifenoles, a las que se las afiaden diversos tipos de disolventes,
entre los que destaca el etanol/agua por sus propiedades dieléctricas, asi como por su
afinidad por los polifenoles. Dicho medio se introduce en un horno microondas en el que
se le irradia energia, elevando la temperatura de la muestra. De este modo se logra
incrementar la extraccion de polifenoles de la materia inicial con respecto a la extraccion
convencional. En el caso de emplear las microondas como pretratamiento, la muestra se
introduciria en el microondas durante el tiempo que dure el pretratamiento, para
posteriormente continuar la extraccion manteniendo el medio de extraccion a

temperatura constante.

Dentro de las extracciones con microondas, algunas emplean la técnica SFME (Solvent
Free Microwave Extraction), en los que se calienta la muestra, recirculando el disolvente
evaporado con un sistema de condensacién . Con este tipo de extraccién se pretende
potenciar la extraccion sin afiadir el disolvente, calentando la muestra y logrando que los

compuestos se difundan a la humedad de la materia prima.

Dentro de los métodos de extraccidn hay dos métodos patentados, uno en el que se lleva
a cabo aplicando dos métodos de intensificacion, microondas y ultrasonidos*® y otra en
la que se realiza la extraccidn sin disolvente®*. En la primera patente se afiade etanol a la
muestra y la mezcla se bombea en una cavidad en la que se aplica de manera simultdnea
ultrasonidos y microondas, de modo que los compuestos retenidos en la materia prima
se difundan en el disolvente, recogiéndose los compuestos volatiles que se puedan
evaporar por el calentamiento en un condensador. Posteriormente, la muestra extraida
se separa del sélido agotado, analizandose la extraccion. En el caso del sistema de
extraccion sin disolvente, la propia humedad de la materia prima a extraer, que, debido

a su origen vegetal, tiene valores elevados, se recircula mediante la evaporacién y
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condensacion en el horno microondas, logrando extraer los polifenoles. La fase liquida se

separa posteriormente del solido mediante centrifugacion.

Extraccion de polifenoles con microondas del alperujo

La extraccién de los polifenoles del alperujo con aplicacidon de microondas ha sido
estudiada, analizando los compuestos que se logran extraer con este método de
extraccion, asi como el aumento respecto a la extraccién control que se realiza,
empleando Unicamente el disolvente'*. En el estudio sefialado, se emplean dos
disolventes simultaneamente, que son inmiscibles, de modo que se logra extraer por un
lado la fase lipidica con hexano y por otro lado los polifenoles con metanol/agua. Los
disolventes se afiaden al alperujo y se irradian con microondas. Se estudio el efecto de la
relacion de disolventes, el tiempo de tratamiento y la potencia de las microondas.
Respecto al tiempo de tratamiento, la cinética de extraccidon resultd ajustarse a una
cinética de primer orden. La extraccion que se emplea como control para observar la
diferencia entre ambos métodos consiste en la incubacion de la muestra con el
disolvente, logrando aumentar la extraccion polifenoles empleando un menor tiempo de
extraccion. La extraccion de todos los compuestos analizados se ve intensificada por este
método, especialmente en el caso de la extraccion de hidroxitirosol, un polifenol de gran

interés por su capacidad antioxidante, asi como por su biodisponibilidad?®.

Métodos de andlisis de polifenoles

Los polifenoles extraidos se pueden analizar con diversas técnicas, que buscan conocer
la concentracion de determinados polifenoles, su capacidad antioxidante o la

concentracion total de polifenoles.

El andlisis de la cantidad total de polifenoles se lleva a cabo por el método TPC >>°°, “Total
Phenolic Content”, empleado en la mayoria de los estudios como parametro para medir
la concentracién de los polifenoles en el extracto®®. Otro método empleado para conocer

la cantidad de polifenoles extraidos es el TF34, “Total Flavonoid”, con el que se obtiene
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por espectrometria la concentracion de flavonoides, un tipo de polifenoles descrito

anteriormente.

Para analizar la capacidad antioxidante de los compuestos bioactivos existen varios
métodos, entre los que destacan los siguientes: ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) y el test DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). En el método ORAC es un
método estandar que mide la capacidad de una muestra de atrapar las especies reactivas
del oxigeno (ROS) °’. En el caso del test DPPH emplea este compuesto, que, al entrar en
contacto con los polifenoles de la muestra, lo inhiben, midiendo la absorbancia de la
muestra resultante. Existen otros métodos que miden la capacidad antioxidante de las
muestras, como son el método Racimat o la medida del valor perdxido 0. La capacidad
antioxidante de las muestras suele expresarse como equivalentes de trolox (6-Hydroxy-
2,5,7,8-tetra-methylchroman-2-carboxylic acid).

Para determinar que compuestos estan presentes, el método mas empleado es el HPLC,
con el que se obtienen el cromatograma de cada muestra. La identificacién de los
compuestos puede realizarse con la introduccion de los patrones 4% obteniendo el
tiempo de residenciad de cada uno de los compuestos a detectar, o bien, analizar cada
fraccion de muestra que sale de la columna de cromatografia con un espectrometro de
masas'®. Este Ultimo método supone un mayor tiempo de andlisis a la vez que un mayor
ndamero de equipos, pero los resultados son mas precisos. Cuando se inyecta un patrén
de un compuesto, se realizan inyecciones de diversas concentraciones, obteniendo la
relacion entre la concentracién de la muestra y el drea del pico para el tiempo de
residencia del compuesto, de modo que permite analizar de manera cuantitativa vy

cualitativa el contenido de cada polifenol en la muestra.

1.1.6. ¢POR QUE ES NOVEDOSO?

Con el desarrollo de esta investigacion se pretende encontrar un método para extraer los
polifenoles del alperujo que logre un gran rendimiento de extraccion de polifenoles
totales, una gran rigueza y que se logren extraer aquellos compuestos mas significativos.
No obstante, también se intenta lograr estos objetivos con la mayor eficiencia posible. El
proceso de extraccién implica el uso de varios recursos: el disolvente, la energia necesaria

para elevar la temperatura, el uso de microondas u otros sistemas de intensificacion, etc.
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El objetivo final es lograr obtener unas condiciones éptimas de extraccion, de modo que

se pueda escalar para que la extraccién se lleve a cabo a nivel industrial.

El enfoque de realizar la extraccion para que pueda ser escalado, primero a una planta
piloto para su posterior escalado a nivel industrial, supone un punto de vista innovador,
ya que los experimentos se tienen que llevar a cabo con condiciones menos agresivas,
gue supondrian un mayor coste. La extraccidén de polifenoles se ha estudiado con
tratamientos a alta presion y alta temperatura, con ultrasonidos o con microondas®!. La
aplicacion de estos tratamientos durante todo el proceso de extraccion, y teniendo en
cuenta que al escalar el proceso las cantidades a tratar son mucho mayores, supondria
un consumo energético elevado. El gasto en equipamiento también es una restricciéon
para aplicar estos tratamientos ya que para alcanzar altas temperaturas se requiere
emplear materiales mds costosos. Por estas razones es necesario encontrar un proceso
gue emplee condiciones menos agresivas y durante el menor tiempo posible centrando
la investigacion en optimizar el pretratamiento con microondas de modo que se logre
degradar las paredes celulares y que asi se disuelvan los polifenoles en el disolvente
afiadido. Al ser Unicamente un pretratamiento, éste se realiza durante poco tiempo,
reduciendo el consumo de energia y el volumen requerido para el tratamiento, ya que, si
es en continuo, Unicamente se necesita aplicar las microondas en un volumen reducido

y no en todo el sistema de extraccion.

La aplicacion de microondas se ha empleado en mas ocasiones para potenciar la
extraccion de este tipo de compuestos de materia vegetal®*3”>°. En algunos estudios se
han empleado microondas para extraer aceites del alperujo con hexano®, aumentando
el rendimiento de produccién de aceite de oliva. No obstante, la extraccion de polifenoles
de alperujo aplicando microondas se ha desarrollado poco, destacando el estudio'* en el
que se realizo la extraccion de polifenoles con etanol/aguay de dcidos grasos con hexano
de manera simultanea, irradiando con microondas el recipiente en el que se realiza la
extraccion. Cabe destacar que, en este procedimiento, se analiza el efecto de las variables
de extraccion, como la potencia de extraccion, el ratio disolvente/muestra y el tiempo de
extraccion. Se analizan las cinéticas de extraccion de polifenoles, para optimizar el tiempo

de extraccidon. Respecto a este estudio, lo novedoso de este proyecto es el uso de un
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pretratamiento y compararlo con una muestra de control que se obtiene por extraccion

con el mismo disolvente en un bafio termostatico.

El empleo de microondas durante un corto periodo de tiempo se estudid como
alternativa a realizar la extraccidén a altas temperaturas, de manera que se evitara la
degradacion de los polifenoles. Los polifenoles son sensibles a las altas temperaturas, en
especial cuando estdn expuestos a éstas durante tiempos superiores a 1 minuto'3. Los
compuestos que mas rapido se degradan, dentro de los polifenoles, son las antocianinas.
Debido a estas limitaciones de los compuestos fendlicos, si se emplean tratamientos
agresivos, el rendimiento de extraccion de algunos compuestos objetivo se veria
afectado. Para evitar esto, las extracciones se llevaron a cabo a temperaturas inferiores
alos 709C, y los pretratamientos alcanzaron picos de 1752C como valor maximo, durante

periodos de tiempo muy breves.

Algunos estudios han analizado la extraccion de compuestos mediante el tratamiento con
microondas sin disolvente afiadido, Unicamente con la humedad de la propia materia
prima. Principalmente se han analizado las extracciones de aceites esenciales de
plantas3®°4®1  También se analizé el efecto de intensificar con microondas la extraccién
afiadiendo Unicamente la fraccién de agua del disolvente a afiadir, afiadiendo tras el
pretratamiento el etanol necesario. Estos experimentos tenian como objetivo observar
el efecto de aplicar las microondas Unicamente sobre el agua, ya que presenta un mejor
comportamiento frente a las microondas que el etanol. Con este método se lograria un
efecto similar a no emplear disolvente, se lograria reducir la energia empleada, el tiempo

de tratamiento y el volumen del recipiente.

Una ventaja del método propuesto es la ausencia de pretratamientos mecanicos y de
etapas de secado, que encarecen el proceso y hacen que sea mas dificil de realizar. En
algunos estudios, antes de realizar la extraccién se seca la materia prima, que contiene
una humedad cercana al 70%°. Esta etapa implica no solo un coste de equipos y energia,

sino que ademas algunos compuestos bioactivos de interés se degraden.

Para analizar la extraccién se emplearon dos pardmetros: el rendimiento vy la riqueza. El
rendimiento expresa la masa de polifenoles extraida por cada gramo de alperujo seco, de

modo que este parametro no dependa de la humedad de la materia prima ni del ratio
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sélido/liquido que se emplea, a diferencia de la concentracion en el extracto. El
rendimiento informa del aprovechamiento conseguido en cantidad de polifenoles
extraidos, midiéndose en miligramos de acido galico equivalente por cada gramo de
alperujo seco. La rigueza expresa la masa de polifenoles por cada gramo de extracto seco,
representando la calidad y el precio del producto final, en términos de concentracién de
polifenoles en el producto comercializado. Se mide en miligramos de acido galico
equivalente por cada gamo de extracto seco El rendimiento de extraccidén se emplea en

otros estudios*°.

Los parametros descritos anteriormente de rendimiento y rigueza no se analizaron
Unicamente al final de la extraccion, sino que se fueron analizando para determinar las
cinéticas de extraccidon. Con esto se pretende analizar la concentracién inicial de
polifenoles, la concentracion final y la evolucién con el tiempo. El rendimiento se ajusto

a una cinética de primer orden®*>9,

Dentro de los principales compuestos que se encuentra en el alperujo, el estudio también
se centra en detectar mediante HPLC los distintos compuestos que se logran extraer,
analizando en que momento y bajo qué condiciones se potencia la extraccion de los
principales compuestos de interés, que son: hidroxitirosol, tirosol, rutina, oleuperina,
acido galico, quercitina y acido cumarico. De este modo no sélo se analizd la extraccion
de polifenoles totales, sino que ademas se evallo la extraccion de estos compuestos

clave.

Con el desarrollo de esta tecnologia de extraccidon se pretende minimizar el impacto
ambiental que genera el alperujo y generar un beneficio econdmico, reduciendo el uso
de recursos y revalorizando el alperujo de aceituna que, de no ser empleado para este
método, necesita ser tratado. Estos principios coinciden con los principios de economia
circular, que se basa en el aprovechamiento de residuos para obtener de ellos nuevos
productos con un valor econdmico. Ademas, se pretende reducir el consumo de recursos,

ampliando el beneficio de este método de extraccion.

Con este estudio se alcanzan cuatro principios de la quimica verde, definidos como los
principales objetivos que ha de tener la quimica para lograr la sostenibilidad ©2. Estos son

los siguientes:
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Objetivo 1. Reducir los residuos. Con este método se logra tratar y revalorizar el alperujo,
gue de no ser tratado supone un residuo ambiental.

Objetivo 5. Disolventes benignos. En los experimentos se emplean como disolventes agua
y etanol, siendo ambos disolventes no perjudiciales, ya que no presentan riesgos ni para
la salud no para el medio ambiente. El etanol es uno de los ocho compuestos que figuran
en la lista de disolventes a utilizar sin restricciones en el procesado de alimentos de la
Directiva 2009/32/CE del Parlamento Europeo®.

Objetivo 6. Disefio energético eficiente. Lo que se pretende con este estudio es optimizar
los parametros de operacion del microondas y de la extraccion para reducir el coste y uso
de recursos, tanto disolventes como de energia.

Objetivo 7. Uso de fuentes de materia renovables. El alperujo constituye un residuo
natural de la produccién de aceite de oliva, sin ningun tratamiento, siendo por lo tanto

una fuente renovable.

34
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1.2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es analizar la extraccién de polifenoles del alperujo de aceituna
con la aplicacion de microondas. Para el andlisis de la extracciéon se determind el
rendimiento de extraccion, “yield”, y la riqueza, “richness”. Con la aplicacion de
microondas se pretende incrementar el rendimiento final de extraccién, la velocidad de

extraccion y la riqueza del extracto, aumentando la eficacia del proceso.

Para alcanzar estos objetivos se llevaron a cabo experimentos con diversas condiciones
de operacién, observando el incremento que se produce en las variables descritas
anteriormente con la aplicacién del pretratamiento con microondas. Las condiciones de

operacion que se estudiaron fueron las siguientes:

- Temperatura de extraccion.

- Ratio sdlido/liquido. Es la relacion entre la masa de alperujo empleada y la cantidad
de disolvente afiadida.

- Concentracioén del disolvente. Como disolvente se empled una mezcla de etanol agua,
modificando la concentracion de etanol.

- Disolvente en el pretratamiento. El pretratamiento con microondas se realizd sin
disolvente, con agua y con una mezcla de etanol/agua.

- Temperatura y tiempo de pretratamiento.

Con el estudio de estos parametros de la extraccion se busca obtener aquellas
condiciones que presenten un equilibrio entre rendimiento y riqueza de la extraccién y
consumo de recursos. Con la obtencion de estos pardmetros éptimos, se analizaria la
extraccion de polifenoles en un microondas continuo. El escalado de la operacion de
extraccion implica una mayor limitacion de condiciones como el ratio, que de ser muy

pequefio supone una limitacidon por el elevado consumo de disolvente.

Los resultados obtenidos en este trabajo se utilizaran posteriormente en otro proyecto
gue aborda la investigacion de la extraccidn asistida con microondas en continuo, ya que

con este proyecto se pretende obtener un proceso facilmente escalable.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. EQUIPOS Y REACTIVOS

Materia prima

El alperujo empleado para realizar los experimentos fue cedido por la “Almazara
Oliduero” (Medina de Campo, Valladolid, Espafia). El alperujo se almacend congelado a -
202Cy se descongeld el dia antes de cada experimento a 42C. La composicion del alperujo
puede variar en funcion de su procedencia. La composicion del alperujo es de semillas de
aceituna 15%., pulpa de aceituna 20%., y agua 65%., 4. Estos valores pueden variar, por
lo que el alperujo se caracterizd mediante varios experimentos. En la Tabla 2 se muestra

el andlisis del alperujo.

Tabla 2. Caracterizacion del alperujo

Compuestos Humedo Seco
Agua 69,1% -
Lipidos 2,8% 9,2%
Extractivos 7,1% 23,1%

La humedad se determind secando la muestra a 802C durante 48 horas, pesando la
muestra antes y después. Para obtener el contenido en lipidos y extraibles se empled el

método Soxhlet®, usando como disolventes hexano (lipidos) y agua y etanol (extraibles).
Reactivos y compuestos quimicos

El nitrégeno [Carburos metalicos] se empled para evitar que durante las extracciones se
produzca una oxidacion de la muestra no deseada. El disolvente para las extracciones se
prepard con agua MiliQ acidificada (pH 1) y etanol absoluto [PanReac]. Reactivos método
TPC: reactivo de Folin-Ciocalteu [PanReac]; Carbonato sdédico (Na,COs) [PanReac].
Reactivos método TF: nitrato sodico (NaNO;) [PanReac]; Cloruro de aluminio (AlCls)
[PanReac]; Hidroxido sédico (NaOH) [PanReac]. Patrones HPLC: falta. En la columna de

HPLC se empled como diluyente metanol [Panreac].

- Equipos
Microcentrifuga Spectrofuge™ 24D Digital Lab

Velocidad maxima de giro 13300 rpm. 24 huecos para ependorf de hasta 2ml.
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Microondas CEM Discover One
Microondas focalizado con una potencia de 0-300W. Cavidad hasta 300 ml.
Frecuencia de operacion 2450MHz. Sistema de control Synergy™ Software.

Microondas Anton Paar Monowave 450
Potencia de 0-850W, cavidad de 30ml. Presién maxima de 30 bares y temperatura
de 3002C. Termdédmetro infrarrojo (temperatura de pared) y de Ruby. Cuenta con
un inyector automatico de 24 posiciones. Enfriamiento con aire. Control incluido
en el aparato, con posibilidad de tres pasos (calentamiento, mantenimiento de
temperatura y enfriamiento).

Espectrofotémetro Shimadzu UV-2550
Longitud de onda 190-1100 nm (765 nm). Fuente de luz UV-2550. Detector:
Photomultiplier R-928.

Equipo HPLC
Equipo Waters 2695 (Separation Module) con una columna Columna C18 (250 x
4.6 mm) de resina de intercambio i6nico de 5um de tamafio de particula
(SigmaAldrich), una precolumna OptiGuard de 1mm (SigmaAldrich) y un detector
Waters 2998 PDA. El software empleado para registrar los resultados fue Water
Empower 3.

Termoémetro éptico
Termdmetro dptico para una mayor precision en la medida de la temperatura de

la muestra con un rango de temperaturas de -802C a 3002C
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2.2. METODOS DE EXTRACCION

Para extraer los polifenoles del alperujo se utilizd como disolvente una mezcla de etanol
y agua, que ha sido probado como el mejor disolvente para la extraccion de sustancias
bioactivas!®, y que ademds es menos toxico que el metanol. Dentro de las extracciones
se diferencia entre aquellas en las que se emplearon microonda para potenciar la
extraccion y aquellas en las que se realizé una extraccién convencional. El procedimiento

gue se realizd para cada experimento se recogio en el ANEXO 1. PROCEDIMIENTOS.
Extraccion convencional

A modo de control, se realizaron una serie de experimentos en los que no se aplicd ningln
pretratamiento. El objetivo principal de estos experimentos es determinar qué riqueza y
gué rendimiento de extraccion de polifenoles se puede obtener sin aplicar microondas,
y una vez conocido ese valor, cuantificar la mejoria que se produciria al usar esta técnica,
asi como optimizar las condiciones de temperatura de extraccion, ratio sélido-liquido vy

composicion del disolvente.
El método seguido para todos los experimentos fue el siguiente:

- En primer lugar, se prepararon los disolventes con concentraciones de etanol del
25%w, 50%w vy 75%w, se descongelo el alperujo, se prepard el bafio termostatico a la
temperatura elegida para dicho experimento y se preparo el sistema de nitrogeno.

- Se peso el alperujo en la balanza analitica. Para cada experimento se mantuvo
constante el volumen de disolvente (70 ml). En funcién del ratio se calculd la masa
necesaria y se peso.

- Se afiadio el iman, para la agitaciéon magnética y el disolvente y se barrid el vapor de
la superficie con nitrogeno. Se agitd durante 5 minutos y se toma la primera muestra.
A continuacién, se introdujo el matraz redondo en el bafio termostatico y se tomaron
tiempos.

- Setomaron 7 muestras, una a tiempo cero (inicial) y las siguientes en 5%, 10’, 15/, 30,
60"y 120’. Cada vez que se tomd muestra se llend un ependorf de 2 ml, y ademas en
los tiempos 5, 10°, 30" y 120’ se llend otro, para medir el residuo seco en esos
tiempos. Siempre que se abrid el matraz para tomar muestra se barrid con nitrogeno

para evitar que se oxidaran los compuestos de interés. Las muestras extraidas se
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enfriaron en el congelador y posteriormente se centrifugaron para obtener el

extracto liquido.
Extraccion con pretratamiento de microondas

Se estudid el efecto del pretratamiento de microondas sobre la muestra de alperujo. Para
ello se emplearon dos tipos de microondas, el microondas CEM discover, que opera a
presion atmosférica, y el microondas Anton Paa,r que opera a presion, descritos

anteriormente.

Dentro de los pretratamientos se distinguen tres tipos:
- Pretratamiento sin disolvente (SFME, Solvent Free Microwave Extraction)
- Pretratamiento solo con agua (OWME, Only Water Microwave Extraction)

- Pretratamiento con disolvente (SME, Solvent Microwave Extraction)

A continuacién, se detallan los procedimientos seguidos para ambos microondas,
diferenciando entre los tres tipos de pretratamiento en funcion del disolvente utilizado
durante el pretratamiento. La extraccion realizada fue idéntica a la extraccion
convencional, con la Unica modificacion de que se le afiade una etapa de pretratamiento
gue se explica a continuacién. No se incluyen los pasos previos de preparacién de
disolventes, ni del bafio termostatico ni la preparacion del nitrogeno. Siempre que se
abrieron los matraces se barrid con nitrégeno para evitar la degradacion de los
compuestos bioactivos que pretendemos extraer. Asimismo, las muestras se guardaron

en el congelador (-209C) hasta la realizacién de los andlisis correspondientes.

Microondas a presion atmosférica

- Enprimer lugar, se encendid el microondas, los termdmetros épticos y se inicializé el
programa de control del microondas desde el ordenador. Se introdujo un matraz con
aguay se inicializd el programa de pre-heating (10 min).

- Se pesd en una balanza analitica la muestra descongelada y se introdujo en un matraz
redondo y se afiadié el iman.

- En el caso de SFME se omitié este paso. Para OWME se afiadié la cantidad de agua

que llevaria el disolvente y en el caso de SME se afiadié la mezcla etanol:agua 50/50.
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Se introdujo el matraz redondo, junto con la precolumna (para evitar que salpicara) y
los termometros. Se inicid el programa, preparado anteriormente en funcién de las
caracteristicas de cada experimento, modificando el tiempo de exposicion.

Una vez terminado el pretratamiento, se sacd el matraz del horno microondas vy se
afiadio, en el caso de SFME el disolvente etanol:agua 50/50 y etanol en el caso de
OWME. Se enfrid el matraz con agua y se agitd durante 5 min. Se tomo la muestra O.
Se introdujo el matraz en el bafio a 702C y se realizd la extraccion convencional,
tomando muestra en los siguientes tiempos: 5’, 10’, 15/, 30’ y 60’. En las muestras de

tiempos 5, 10°, 30" y 60" se tomaron 4 ml, en el resto (0" y 15’) solo se tomaron 2ml.

Microondas presurizado

En primer lugar, se inicid el microondas y se configuraron las caracteristicas del
tratamiento, configurandose el paso de calentamiento empleando una potencia
contante de 100W hasta alcanzar la temperatura deseada.

Se peso la muestra en tres matraces G30.

En el caso de SFME se omitid este paso. Para OWME se afiadio la cantidad de agua
que llevaria el disolvente y en el caso de SME se afiadié la mezcla etanol:agua 50/50.
Se introdujo el matraz en el horno, se inicio el programa anteriormente configurado
y se introdujo el termdmetro de Ruby.

Una vez terminado el pretratamiento, se sacd el matraz del horno microondas vy se
afiadio, en el caso de SFME el disolvente etanol:agua 50/50 y etanol en el caso de
OWME. Se agitd durante 5 min.

El primer matraz se mide el rendimiento de extraccidn inicial, tomando la muestra
una vez acabado el pretratamiento y afiadido el disolvente. En los otros dos matraces
se afiade el disolvente y se introducen en el bafio termostatico, tomando la muestra
una vez alcanzado el tiempo de extraccién. Este procedimiento se realizé con el

objetivo de que no se modificara la relacion sélido/liquido.

Preparacion de disolventes

Para la extraccion de polifenoles se empled etanol y agua, mezclados en diferentes

proporciones. Se emplearon mezclas con tres concentraciones diferentes: 25%ux, 50%y

y 75%uy. Para prepara los disolventes se siguieron los siguientes pasos:

43



Cinéticas de extraccion de polifenoles en la extraccidn asistida con microondas de alperujo

- Se desgasifico agua MiliQ mediante calentamiento a ebullicion para eliminar los
posibles gases disueltos, didxido de carbono en su mayoria. Una vez desgasificada, se
acidifica con acido clorhidrico 1M, ya que se ha probado que favorece la estabilizacién

de los polifenoles>.

Dado que los volimenes no son aditivos, se midié el volumen necesario de etanol (25%,
50% o 75% del volumen total) y se posteriormente se afiadid el agua preparada

anteriormente hasta alcanzar el volumen total.
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2.3. METODOS DE ANALISIS

Mediante la extraccion con disolvente del alperujo, se consiguen extraer numerosos
compuestos, desde azlcares, pectinas y lipidos hasta polifenoles®®, que son los
compuestos que mayor interés presentan y que constituyen el principal objetivo de los
experimentos llevados a cabo.

Con el objetivo de conocer que compuestos y en qué cantidad se logran extraer mediante
los diferentes métodos de extraccion y pretratamiento descritos en el apartado 3.2, se
emplearon tres métodos distintos, total phenolic content (TPC), total flavonoids (TF) y
high performance liquid cromatography (HPLC), descritos a continuacion.

Estos métodos se emplean para determinar el contenido en polifenoles de los extractos
liquidos obtenidos tras cada experimentacion. Con el TPC, se determina la cantidad total
de polifenoles, con el TF la cantidad de los cuales son flavonoides, un tipo de polifenoles
gue presenta un especial interés, debido a que son los compuestos bioactivos que
presentan mdas beneficios para la salud'®. Mediante el HPLC, se logra determinar qué
compuestos especificos han sido extraidos mediante la comparacién de la muestra con
un patrén en una columna de cromatografia liquida.

Dentro de la bibliografia se analizan las muestras de polifenoles con otros métodos,
dentro de los cuales cabe destacar aquellos que miden la capacidad antioxidante de la
muestra. Los métodos mas empleados son el test DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl)?4°, y el método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)’, los cuales
expresan la actividad antioxidante del extracto tomando como referencia el trolox (6-
Hydroxy-2,5,7,8-tetra-methylchroman-2-carboxylic acid).

No obstante, la actividad antioxidante de las muestras obtenida mediante las
extracciones llevadas a cabo puede ser caracterizada de manera completa mediante los
tres analisis realizados, ya que proporcionarian la informacion de cuantos polifenoles hay
en el liquido, cudntos de los cuales forman parte del grupo de los flavonoides, y mediante
la cromatografia, qué cantidad de los polifenoles inyectados como patrones hay en cada

una de las muestras analizadas.
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Total Phenol Content, TPC (Folin-Ciocalteu)

El contenido de polifenoles total de las muestras obtenidas se midié mediante el método
de Folin-Ciocalteu, que se describe a continuacion®>°°. Los valores obtenidos se expresan

en mg de acido gallico equivalentes por litro de muestra (ppm).

Preparacion de las muestras

En tubos separados colocar 40 ul de muestra y el disolvente en el tubo del blanco.
Adicionar 3000 pul de agua MiliQ.

Adicionar 200 pul de reactivo de Folin-Ciocalteu.

1.

2

3

4. Esperar entre 30 segundos y 8 minutos.

5. Adicionar 600 pl de carbonato sddico (20% saturado) y agitar.
6

Incubar los tubos a 40°C durante 30 minutos.
Absorbancia a 765 nm.
Medir contra el blanco la absorbancia de las muestras.

Curva de calibracion con acido Gallico

Preparar una disolucion de 900 ppm de 4acido gallico (estandar) y realizar 5 diluciones
(900 ppm, 450 ppm, 225 ppm, 112.5 ppm y 56.25 ppm) cuya absorbancia es medida y
representada frente a la concentracion de cada patréon, obteniendo la curva de
calibracion. Si la absorbancia de una muestra estd fuera del rango de la curva de

calibracion serd necesario diluir o concentrar la muestra.

La muestra inicial de 900 ppm se prepara disolviendo 90 mg de acido gallico en 100 ml

de disolucién buffer.
Error

En este método, el error del analisis viene dado por el error en la recta de calibrado
(Figura 2). El error de la recta de calibrad es R? 0.9980. En la ecuacién [1] se muestra el

ajuste empleado para obtener la concentracion del TPC.
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Figura 2. Recta de calibrado TPC
Abs = 0.001292 - TPC (ppm) + 0.019200 [1]

Total Flavonoids, TF

Los flavonoides de las se midieron mediante el método TF, como se describe a

continuacion.

Preparacion de las muestras

Introducir 1000 pl de cada muestra y del blanco en los tubos de ensayo.
Adicionar 300 ul de NaNO; 5% y esperar 5 minutos.

Adicionar 500 pl de AICl3 2% y esperar 5 minutos.

Adicionar 500 ul dde NaOH vy agitar fuertemente.

A N

Adicionar 10000 ul de agua MiliQ
Absorbancia a 510 nm

Medir la absorbancia a 510 nm sobre el blanco seleccionando el método Flavonoides en

el espectrofotometro.

Curva de calibrado

La curva de calibrado se realiza midiendo la absorbancia de patrones preparados con
concentraciones de 0 ppm a 500 ppm. Si la concentracién medida de flavonoides es
superior a 500 ppm, es necesario diluir la muestra con el disolvente empleado para la

extraccion.

47



Cinéticas de extraccion de polifenoles en la extraccidn asistida con microondas de alperujo

Error

El error de la recta de calibrado (Figura 3) es de R? 0.9914, que representa el error en |a

medida de los flavonoides mediante este método y con este aparato empleado.
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Figura 3. Recta de calibrado TF

Abs = 0.001681 - TF (ppm) — 0.044996 (2]
HPLC

El método seleccionado para conocer que compuestos especificos tenemos en las
muestras es el HPLC (High Performance Liquid Cromatography). Este método a sido
empleado por numerosos autores para determinar compuestos fendlicos**°%. A

continuacion, se describe el procedimiento seguido para realizar estos analisis.

Condiciones de operacidon

Columna C18 + OptiGuard
Temperatura 352C
Eluyentes: (A) Agua pH=3 con acido fosférico; (B) Metanol

El gradiente empleado se muestra en la Figura 4°7:
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Figura 4. Gradiente empleado
Flujo 1 ml/min
Volumen de inyeccién 20 ul

Método de analisis

Preparacion de las muestras

1. Filtrar las muestras con un filtro de 22 um
2. Introducir 1.5 ml de muestra en los tubos de HPLC y cerrar con el tapdn. Si no hay
1.5ml de muestra disponibles, diluir la muestra hasta llegar a 1.5 ml

3. Introducir los patrones en los tubos

Inyeccidn de las muestras en el sistema (automatico)

Para realizar el calibrado de los tres compuestos fendlicos basicos del alperujo
(hidroxitirosol, HT, tirosol, T, y oleuperina, OLE) se inyectaron diferentes volimenes de
muestra cada uno correspondiente a una concentracion, y se obtuvieron tanto el tiempo
de retencion, como el area para cada concentracidon de compuesto. El tiempo de
retencion sirve para identificar el compuesto, ya que cada compuesto, para unas mismas
condiciones y columna, presenta un mismo tiempo de retencién. Con el area vy la
concentracién del patron se elaboraron las rectas de calibrado, que se muestran a
continuacion, obteniendo la relacién que da la concentraciéon (ppm) de cada uno de estos

tres compuestos en una muestra, en funcién del drea del pico en el cromatograma.
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En la ecuacién [1] se muestra la concentracién de cada patron en funciéon del volumen de
inyeccion y del volumen de patron inyectado. Para cada patron la concentracion de la

muestra cambia, de modo que la concentracion varia.

_ Co (ppm) * Vinyectado (ML)
Vinyecci()n (ML)

C (ppm)

Hidroxitirosol

Para el HT se introdujeron seis volUmenes del patrén, obteniendo una recta al representa
la concentracion frente al drea. El tiempo de retencién del HT, tretencisn, Observado fue
9,95 s, de modo que aquellos picos que se observaron para este tiempo representan la

presencia de este compuesto en la muestra.

Tabla 3. Patrones HT

Vinyctado (M) C (ppm) Area (uV-s)

0 0 0
10 15 245341
20 30 508288
40 60 1051264
60 90 1571121
80 120 2010326
100 150 2491948
160
140 -
120 =
3
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5 °
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Figura 5. Recta de calibrado HT
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Una vez ajustados los puntos experimentales, sin ajustar los dos Ultimos, ya que dan lugar
a errores de ajuste mayores, se obtiene la ecuacion [2]. Los ajustes de las tres rectas de
calibrado para los tres compuestos se hicieron pasar por el origen, ya que, si se
introdujera una muestra sin dicho compuesto, no existiria el pico y por lo tanto el area

seria cero.

Cyr (ppm) = 5.7399-1075- Area (uV-s) (4]
Tirosol
Para el T se inyectaron tres volumenes del patrén, como se muestra en la Tabla 5, de

modo que la concentracion del patrén es la que viene dada por la ecuacion [1]. El tiempo

de retencion que se obtuvo para el tirosol en las condiciones dadas fue tretencisn = 13,19 s.

Tabla 4. Resultados patrones T

Vinyctado (1) C (ppm) Area (uV-s)
0 0 0
10 25 298752
20 50 603400
40 100 1209015
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Figura 6. Recta de calibrado T

Del ajuste de los datos experimentales se obtiene la ecuacion [3], que permite obtener la

concentracién de T en una muestra a partir del area del cromatograma.
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Cr (ppm) = 8.2786 - 107> - Area (uV-s) (5]
Oleuperina

Para la OLE se introdujeron 6 patrones, desde 7.5 ppm hasta 75 ppm. Para cada patrén
se midio el area bajo el pico en el cromatograma y ase ajustaron los resultados a una

recta. El tiempo de retencion de este compuesto, tretencion, fue de 48,71 s.

Tabla 5. Patrones OLE

Vinyctado (1) C(ppm) Area (uV-s)
0 0 0
10 7,5 43161
20 15 92561
40 30 186472
60 45 281322
80 60 364292
100 75 411168
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Figura 7. Recta de calibrado OLE

Al realizar el ajuste se observd que el Ultimo patrén no quedaba alineado con los valores
anteriores, de modo que no se tuvo en cuenta para hacer la recta de calibrado. Con los

patrones anteriores se obtuvo la ecuacién [4].

CoLg (ppm) = 1.627-107%*- Area (uV-s) (6]
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Resultados

Una vez calibrados los tres compuestos de interés, se procedié a inyectar las muestras
extraidas durante los experimentos en el HPLC, obteniendo el cromatograma de cada
muestra. El software empleado recogio, para cada tiempo de retencién, la altura del pico
y el area bajo el pico. De este modo, de los resultados obtenidos para las muestras
inyectadas, se escogieron los valores del drea para los tiempos de retencién observados
en los patrones y que se han detallado anteriormente. Con estos valores de las areas se
calcularon con las ecuaciones [2, 3 y 4] la concentracién de los tres compuestos en la
muestra y se comprobd que estaban por debajo del valor mas alto de la calibracion, de
modo que podamos asegurar que es posible emplear dicha recta de calibracion. Una vez
obtenida la concentracion en la muestra inyectada, se multiplicé el valor obtenido por el
factor de dilucion empleado en cada muestra. Cada muestra tiene una dilucién debido a
las pérdidas en la centrifugacion y en la filtracion, que causaron que no todas las
extracciones tuvieran el volumen necesario para poder ser filtradas y hubo que diluirlas

con el disolvente.

En el cromatograma se observé que para todas las muestras habia un pico para un tiempo
de retencion en torno a los 60 s. Este pico se observd también en una muestra en la que
Unicamente se inyecté disolvente (etanol:agua). Este pico es el mayor en todas las

muestras, y es debido a los compuestos afiadidos para la desnaturalizacién del etanol.
Errores

Los errores de este método vienen dados por el ajuste de la recta de calibrado,
obteniéndose para el HT una R? de 0.99968, para el T R? de 0.99999 y para la OLE R? de
0.99945, siempre que la concentracién se encuentra dentro del rango de la recta de
calibrado. Para valores superiores seria necesario realizar otro ajuste, inyectando

concentraciones superiores del patron, o diluyendo la muestra inicial.

Residuo Seco
El residuo seco (gresiduo solido/l) S& mide por pesada diferencial de la muestra, dejandola
secar durante 48 horas a 809C, conociendo el volumen de muestra que se emplea. En la

ecuacion [5] se muestra como se calcularia el residuo seco.
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R (g) _ my(g) —my(g)
* 40)
Error
El error asociado a la determinacion del residuo seco se calcula con la ecuacion [6],
mediante las derivadas. El valor de AV (error en la medida del volumen) lo tomamos como
cero, ya que es mucho menor que el valor del error Am = 10* g.
n
|aRS ax = |25S] ay 4 Am, +
—_—] x = |—] —_—] m —_—
dx v om, 1 om,
8]
1
= Z-Am-v= 0.2g/l

dR; dRs

Errorg, = -Am, =
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2.4. DISENO DE EXPERIMENTOS

Extraccidn convencional

Para lograr optimizar las condiciones para las que el rendimiento de extraccién es mayor
se empled el método de superficie de respuesta, RSM (Response Surface Method),
dentro del software StatGraphics. Se empled el método centrado en las caras, con tres
repeticiones del punto central, de modo que la desviacidén en estos tres experimentos
determine la desviacién en todos los experimentos® . E| disefio de experimentos se
realizd para tres valores de cada variable a optimizar: temperaturas (409C, 552C y 702C),
ratios (1/20, 1/8 y 1/2) y composicién del disolvente en etanol (25%w, 50%w y 75%w), de
modo que se realizaron 17 experimentos con las condiciones que se muestran en la Tabla

6.

Las muestras se ordenaron del O al 6 segun el tiempo en el que se extrajeron. Se tomé

muestra hasta 2 horas de extraccién, para analizar la cinética que tiene lugar durante la

extraccion.
Tabla 6. Experimentos extraccion convencional
Temperatura (2C) Ratio S/L Disolvente
Exp.
eC -1;0;+1 mg/L -1;0;+1 %v/v -1;0;+1

CEO1 55 0 0.275 0 50 0
CEO02 70 +1 0.275 0 50 0
CEO3 40 -1 0.05 -1 25 -1
CEO4 55 0 0.5 +1 50 0
CEO5 70 +1 0.5 +1 75 +1
CEO6 70 +1 0.05 -1 75 +1
CEO7 40 -1 0.05 -1 75 +1
CEO8 55 0 0.275 0 25 -1
CE09 40 -1 0.275 0 50 0
CE10 55 0 0.275 0 50 0
CE11 40 -1 0.05 -1 75 +1
CE12 55 0 0.275 0 50 0
CE13 55 0 0.05 -1 50 0
CE14 55 0 0.275 0 75 +1
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Temperatura (2C) Ratio S/L Disolvente
Exp.
eC -1;0;+1 mg/L -1;0;+1 %v/v -1;0;+1
CE15 70 +1 0.5 +1 25 -1
CEl6 70 +1 0.05 -1 25 -1
CE17 40 -1 0.5 +1 25 -1

Extraccion con pretratamiento con microondas

Una vez se obtuvieron los resultados de los experimentos de extraccion convencional, se
analizaron en el capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION y se determinaron las condiciones
de las extracciones con pretratamiento. De los resultados de rendimiento de extraccion
se obtuvo que la influencia del ratio es la mas significativa, frente a la temperatura vy el
disolvente. La temperatura que se empled fue de 70°C, para que no sea un parametro
limitante de la extraccion. El disolvente que se empled fue el de 50%., de modo que se
redujera el empleo de etanol en las extracciones, lo cual es conveniente, ya que se trata
de un disolvente inflamable. El ratio S/L que mayor rendimiento dio como resultado fue
el menor, lo cual supone un incremento en la cantidad de disolvente empelada. En este
caso, aunqgue diera mejor resultado un ratio menor, se tomé la decision de emplear un
ratio de 0.5, de modo que se pudiera analizar la extraccién cuando se emplea poco
disolvente. Cuanto menos disolvente se afiade, mads favorecido se ve el proceso a mayor
escala. Al aplicar las microondas se pretende liberar los polifenoles que se encuentran en
el interior del alperujo, para lo que es necesario que la materia prima absorba la energia
emitida. Esta energia absorbida es mayor cuanto menor es el volumen de disolvente,
absorbiendo éste una menor cantidad de energia.

Inicialmente se realizaron los experimentos con el microondas atmosférico. Como
condiciones de la extraccién se tomaron inicialmente las siguientes: disolvente 50%y
etanol, 709C y ratio sélido/liquido 1/2. Estas condiciones se tomaron para observar el
pretratamiento empleando poco disolvente (ratio mas bajo) y con un disolvente con
menor cantidad de etanol, que resultaria mas barato que el mas concentrado. Dentro del
pretratamiento se empled siempre la potencia maxima 300W, modificando el tiempo en
saltos de 30 s, desde 30 s hasta 180 s.

Con el microondas presurizado se hicieron experimentos con las mismas condiciones de

extraccion (709C, ratio S/L 1/2 y disolvente 50%,). Del pretratamiento se mantuvo la
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potencia constante en 100W y se modificaron las temperaturas alcanzadas. Se hicieron 3
experimentos para cada tipo de pretratamiento (SFME, OWME y SME) alcanzado tres
temperaturas: 1252C, 1502C y 1759C. La potencia se mantuvo constante, y dado que los
matraces empleados tenian un volumen de la tercera parte, se empled una potencia de
una tercera parte de la empleada en el pretratamiento atmosférico, de modo que los

resultados obtenidos se puedan comparar.
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2.5. ANALISIS ESTADISTICO
Los experimentos realizados, que se disefiaron siguiendo el método de disefio de
experimento clbico centrado en las caras, se analizaron con el software Statgraphics. Los
resultados se analizaron con el fin de obtener los parametros estadisticos que ajustan el
método de extraccion en funcidn de las variables de operacién, de modo que se obtienen
los parametros de la ecuacién [7], y el p-valor de cada uno de ellos, que representa la
influencia de cada uno de ellos sobre la variable de respuesta. El ajuste realizado es de
segundo orden, obteniéndose el término de orden cero, los términos de orden uno, que
representan el efecto de cada una de las tres variables y los términos de orden dos, que
representan las interacciones entre dos variables, distinguiendo entre aquellos que
muestran el efecto de una sola variable (Bii) de aquellos que muestran el efecto de la
interaccion de dos variables (Bj),

Y =Bo+Bix+ By xy+ By X3+ Bygxf + Bopr X7 + B3z X3 [9]

+Biz Xy X2 + Brz Xyt x3 + Baztxztxs

, donde vy es la variable de respuesta, x1, X2 y X3 son las variables de entrada o condiciones
de los experimentos, Bo el coeficiente de regresidén de orden cero, Bi los coeficientes de

regresion de primer orden y B los coeficientes de regresion de segundo orden®.

Del analisis de la varianza (ANOVA) se obtienen el p-valor de cada una de las tras variables
y de las diferentes combinaciones de ellas. Este valor representa el efecto de esta variable
sobre la variable de respuesta. Cuanto menor sea el p-valor, mayor es la influencia de la
variable sobre la respuesta del sistema. Normalmente se considera un valor por debajo
del cual se asume que la influencia de dicho parametro, ya sea una variable (orden uno)
como la combinacién de dos (orden dos), es significativa sobre la variable a estudiar. En
nuestro caso consideramos que un valor inferior a 0.05 del p-valor es suficientemente

significativo.

Para obtener un estudio mas detallado de la variable de respuesta frente a las variables,
se representaron los efectos principales de las variables sobre la respuesta. Para observar
las posibles interacciones entre las diferentes condiciones de operacidn se representaron
las curvas de interaccién binaria, que demuestran la evoluciéon de la respuesta del sistema
frente a dos Unicas variables. De existir una interferencia entre ambas se mostraria en

esta grafica un corte entre las curvas para una pareja de variables, mostrando una
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evolucion distinta. Si las dos rectas de la interaccidn binaria muestran la misma

pendiente, esto significa que no muestran interferencias entre ellas.

La superficie de respuesta es la representacion tridimensional de la variable de respuesta,
obteniéndose de este modo el punto éptimo. Este valor viene dado directamente por el
software empleado, que calcula de manera automatica el valor éptimo, mostrando las
condiciones que favorecen que el valor de la variable de respuesta sea lo mayor posible.
De este modo obtienes el maximo valor de esa variable que puedes obtener trabajando

con valores dentro de los limites de las variables de entrada.

No todas las variables de las ecuaciones cinéticas se pueden estudiar con este método,
sino que existen limitaciones. Con el estudio ANOVA se obtiene un valor de R? que nos
permite estimar el ajuste de los parametros obtenidos a la respuesta real obtenida. Si
este valor no es lo suficientemente alto, no es posible asegurar que el modelo estimado
sirva para representar la evolucién de la variable de respuesta en funcion de las variables
de entrada o condiciones. Existe otro término, R? ajustada, que representa la fiabilidad
del ajuste de la variable de respuesta al modelo estimado, pero en este caso
considerando Unicamente las variables que muestran un efecto significativo. Si el valor
de este segundo término es lo suficientemente elevado, se puede considerar que ajusta
el modelo tomando Unicamente aquellas variables e interacciones cuyo p-valor sea

menor que 0.05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las extracciones se dividen en dos apartados: el analisis de las cinéticas
de extraccion referidas a los polifenoles totales y el analisis de los compuestos qué se
obtienen en cada extraccion mediante HPLC. Por un lado, se pretende maximizar la
extraccion de polifenoles, comparando la extraccién convencional con la extraccion tras
un pretratamiento con microondas, y a la vez conocer que compuestos se extraen en

mayor concentracién con cada conjunto de condiciones.

3.1. CINETICAS DE EXTRACCION

Durante los experimentos de extraccidn, se tomaron muestras en varios tiempos para
observar la evolucién temporal de los polifenoles totales mediante el método TPC. De
cada muestra se obtuvo la concentracion de polifenoles totales y se evalud el residuo
seco, siguiendo los procedimientos anteriormente descritos. Para analizar los resultados
se emplearon dos términos: rendimiento de extraccién y riqueza. El rendimiento se
emplea para medir la cantidad de polifenoles extraidos por cada gramo de alperujo, como
se expresa en [8]. La riqueza, sin embargo, expresa la cantidad de polifenoles extraidos
por cada gramo de extracto seco en la muestra, dando una idea de la calidad del extracto

obtenido. Se calcula con la ecuacidén [9].

... (mg
.. MYGaE concentracion (T)
Rendimiento = [10]
galperujo,seco 1000 - % . (1 _ %huqlg(c)lad)
MYGag concentracion (%)
Riqueza = [11]
gextracto,seco residuo seco (%)

El andlisis de las cinéticas se realizd Unicamente para los valores de rendimiento,
ajustando la velocidad de extraccion a una cinética de primer orden. De este modo, el

rendimiento se ajustd a la ecuacion [10],

C = CO + CINF " (1 - e_k.t) [12]
, donde C es el rendimiento de extraccion para un tiempo t, Co es el rendimiento inicial,
Cine es la diferencia entre el rendimiento final y el rendimiento inicial, ambas en

mgeae/gomYy k es la constante de tiempo, en st
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En la Figura 8 se muestra la evolucion del rendimiento en un experimento de extraccion
convencional y en la Figura 9 el rendimiento de una extraccion asistida con microondas.
En ambas graficas se ajustan los datos experimentales a la ecuacion [10]. En azul se

muestran los puntos experimentales y en naranja la curva de ajuste.
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Figura 9. Cinética de extraccion SME 02
Con las extracciones se pretende aumentar el valor de Cinr, que indica el rendimiento de
la extraccion posterior. Cuanto mayor es este valor, mayor es la cantidad de polifenoles
extraidos en el tiempo que dura la extraccion. En cuanto a la contante de tiempo, k,

cuanto mayor es su valor indica que se alcanza mas rapido el rendimiento final, mientras
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que, si es pequefia, puede que no se haya alcanzado el valor final del rendimiento,
guedando todavia polifenoles por extraer. En cuanto a Cop, este rendimiento indica la
cantidad de polifenoles que no se encuentran ligados a la materia vegetal, sino que se
encuentran libres en la humedad, y que, por lo tanto, se pueden extraer sin necesidad de
incrementar la temperatura, sino simplemente mezclando el alperujo con el disolvente.
A partir de la ecuacion [10] se obtiene la velocidad inicial, up, que representa la derivada

del rendimiento cuandot=0s.

dcC

Uy = —
° dtl

= CINF : k [13]

La velocidad inicial representa la pendiente del rendimiento, de modo que cuanto mayor
es el valor que toma, mas rapido se alcanza el agotamiento de la extraccion de
polifenoles. Es un parametro que se pretende optimizar con el pretratamiento con

microondas, acelerando la extraccion de polifenoles.

En los experimentos realizados, se tomaron muestras para varios tiempos de extraccion.
En el tiempo cero se tomd una muestra para analizar los polifenoles libres.
Posteriormente se tomaron muestras. En el caso de la extraccion convencional fueron
seis, hasta 2 horas de extraccion, en el caso de emplear el microondas atmosférico cinco,
hasta 1 hora de extraccién, y en el caso del microondas presurizado tres, hasta media
hora de extraccidon. El tiempo de extraccion se redujo debido a que, a la vista de los
resultados experimentales, en la Ultima hora de extraccién no se modificaba el
rendimiento final. En el Gltimo caso, debido al volumen de los recipientes de extraccion,
Unicamente se podia extraer una muestra de cada matraz, por lo que se redujo el nimero
de muestras, tomando una en tiempo cero, otra a los 10 minutos y otra a la media hora.
Una vez representados los resultados se comprobd que la extraccidon estaba finalizada

analizando las cinéticas.
Resultados Extraccion Convencional

El analisis de la extraccion se realizé inicialmente sobre los experimentos de extraccion
convencional, que sirven como muestras de control y observar los cambios generados

por los pretratamientos aplicados.
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Una vez hechos los experimentos, se analizaron las muestras extraidas y se calcularon los
parametros de rendimiento y riqueza. Los valores de rendimiento se representaron
graficamente los valores frente al tiempo y se ajustaron por el método de minimos
cuadrados a la ecuacion [3], obteniendo los valores que se muestran en el anexo xx, junto

con la varianza de cada ajuste.

Los datos de la riqueza del extracto obtenido también se representaron frente al tiempo,
observando la evoluciéon temporal. Estos resultados obtenidos no muestran una
tendencia con el tiempo, sino que se mantienen en valores cercanos, aumentando o
disminuyendo con el tiempo. Esto se debe a que la velocidad de extraccién de los
polifenoles y del resto de compuestos es similar, por lo que no aparece una clara
evolucién de la rigueza. Esto no sucede en otras materias primas distintas del alperujo,
como el orujo de uva>3. De este modo, el Unico modo de analizar la riqueza es tomando
el valor medio en cada extraccion de los cuatro valores de cada experimento, ya que el
residuo seco solo se analizd en cuatro muestras. El objetivo de las extracciones es
observar la evolucién de la riqgueza de modo que, si a partir de determinado tiempo de
extraccion, el valor disminuye, seria necesario parar la extraccién antes y de este modo
obtener un valor mayor. Posteriormente, habria que analizar, de manera conjunta con el
rendimiento, las condiciones que favorecen que ambas sean mayores y el tiempo de

extraccion a partir del cual no se observa un aumento de ambas dos.

Los resultados obtenidos de las extracciones se analizaron por el método de superficie
de respuesta (RSM) con el software Statgraphics. Con este método se obtuvieron las
interacciones existentes entre las tres variables a estudiar: el ratio sdlido/liquido, la
composicion del disolvente y la temperatura de la extracciéon. Con este método se
analizaron tanto los tres parametros de la expresion cinética del rendimiento [3], como
el valor medio de la riqueza de las extracciones. Del analisis RSM se obtuvo el valor-p con
el analisis ANOVA de las variables de entrada y sus interacciones, indicando la influencia
de dichas variables sobre |a variable de respuesta. Con este método se analizaron las dos
principales del rendimiento final y de la velocidad incial. Adicionalmente, se obtuvieron
las graficas de interaccion binaria, las graficas de los efectos principales, la superficie de

respuesta y el valor dptimo para cada una de las variables de respuesta estudiadas.
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Los dos parametros fundamentales de la extraccion son el rendimiento final y la velocidad
inicial, ya que con ellos se obtiene una idea de la extraccion maxima que se puede obtener

en esas condiciones y de la rapidez con la que se alcanza.

Andlisis rendimiento final

El modelo desarrollado para evaluar la respuesta del rendimiento final Cg frente a las tres
condiciones de extraccién da como resultado que las variables cuyo efecto sobre el
rendimiento final es significativo son la temperatura (p-valor = 0.0094), el ratio S/L (p-
valor = 0.0000), el disolvente (p-valor = 0.0043), el ratio de segundo orden (BB, p-valor =
0.0321) y lainteraccién entre el ratio S/L y el disolvente (BC, p-valor = 0.0090), ya que su
p-valor es menor que 0.05. De estas variables, el ratio S/L es la que presenta un p-valor
menor, lo que indica que es la que mayor influencia presenta sobre el rendimiento final.
El modelo de regresion se puede simplificar, empleando Unicamente estas variables
descritas anteriormente, obteniéndose un modelo que ajusta la respuesta de Cr en un
96% (R?=0.9612). De este modo, se podria simplificar el modelo, reduciendo el numero

de parametros necesarios.

A continuacion, se muestra la tabla ANOVA vy las graficas principales para el rendimiento

final de extraccion.

Tabla 7. Tabla ANOVA andlisis Cf

Suma de Cuadrado
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
A: Temperatura 12,3113 1 12,3113 12,58 0,0094
B: Ratio S/L 342,765 1 342,765 350,23 0,0000
C: Disolvente 16,7942 1 16,7942 17,16 0,0043
AA 2,18407 1 2,18407 2,23 0,1789
AB 0,577238 1 0,577238 0,59 0,4676
AC 0,728744 1 0,728744 0,74 0,4168
BB 6,96279 1 6,96279 7,11 0,0321
BC 12,5469 1 12,5469 12,82 0,0090
cc 4,9306 1 4,9306 5,04 0,0597
Error total 6,85079 7 0,978684
Total (corr.) 403,97 16
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De estas graficas podemos deducir el comportamiento que presenta Cr en funcién de las
variables principales (Figura 8) y en funcion de las interacciones entre ellas (Figura 9). En
la Figura A observamos como el rendimiento de extraccién aumenta segun lo hace la
temperatura (A), obteniendo un punto maximo, asi como el disolvente (C), que también
presenta un valor maximo dentro de los limites estudiados. Sin embargo, para el ratio S/L
(B) se observa como el valor que maximiza el rendimiento es 0.05, el extremo inferior.
Esto indica que con valores inferiores del ratio S/L se podrian obtener rendimientos

mayores. No obstante, no interesa estudiar esa posibilidad ya que un ratio de 0.05 g/ml
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ya es suficientemente pequefio, ya que implica que para cada gramo de alperujo es

necesario afiadir 20ml de disolvente.

En cuanto a las interacciones binarias, en el caso de las parejas AB (temperatura-ratio S/L)
y AC (temperatura-disolvente), muestran la misma evolucion ambas curvas, de modo que
se puede extraer que no se producen interferencias entre ambas parejas de condiciones.
Respecto al par de variables ratio S/L y disolvente, se observa como cuando el valor del
ratio es bajo, la influencia de la composicion del disolvente no influye, ya que se observa
que el rendimiento que se obtendria seria igual para una concentracion de 25%vv (-) que
para una concentracion de 75%yy (+). No obstante, cuando el ratio es de 0.5, el
rendimiento se ve incrementado cuanto mayor es la concentracién de etanol en el

disolvente.

La influencia predominante del ratio S/L se debe a que al aumentar el volumen de
disolvente que afiadimos por cada gramo de alperujo, los gradientes de concentracion
son mayores, favoreciendo una cinética de extraccién mas rapida. Cuanto mayor es la
cantidad de disolvente por cada gramo de alperujo, mayor superficie de contacto entre

materia y disolvente, explicando el incremento observado en el rendimiento final.

La composicion del disolvente influye debido a la afinidad que presentan ante ambos
disolventes los compuestos fendlicos. Los polifenoles son compuestos polares, de modo
que para su extraccion conviene emplear disolventes que también sean polares®. Con
compuestos apolares, como el hexano, se logra extraer |los aceites residuales que puedan
quedar en el alperujo®. La composicion de etanol del disolvente influye de manera que
cuanto mayor es dicha concentracion, mayor es el rendimiento. No obstante, muestra un

maximo para una concentracion menor al 75%wu.

La temperatura es el factor que menos influye de los tres, como muestra el estudio de la
varianza. No obstante, cuanto mayor es la temperatura, mayor es Cr, hasta una
temperatura en torno a los 659C, en el que se estabiliza. La temperatura es, por lo tanto,
un factor poco determinante. No presenta interferencias con ninguna de las otras
variables, que podrian modificar la decisidon de la temperatura de extraccién. Si que se
puede apreciar que a temperaturas por debajo de los 502C la extraccion es demasiado

baja. La influencia de la temperatura se debe a la degradacion de las paredes por el
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aumento de la temperatura, el incremento de la transferencia de materia favorecido por
mayores temperaturas y por el incremento de la solubilidad de los polifenoles en el
disolvente a temperaturas mayores. La temperatura empleada presenta un maximo,

debido a la descomposicion y degradacion de algunos compuestos de interés?s.

Por ultimo, se obtuvieron las condiciones dptimas de extraccion con objeto de maximizar
la extraccion de polifenoles, obteniendo un rendimiento maximo de 28.05 mgeae/gom
para valores dentro de los limites estudiados. Las condiciones para obtener dicho valor
son: temperatura de extraccion 629C, ratio S/L de 0.05 g/ml y 49%., de etanol en el

disolvente.

Andlisis de la velocidad inicial de extraccién

La velocidad inicial de extraccién, [11], es un pardmetro fundamental de la cinética de
extraccion, de manera que se pretende optimizar dicho parametro, de manera que se
logre una misma extraccion en el menor tiempo posible. El modelo de ajuste realizado se
ajusta en un 77% a la respuesta de la variable ante las condiciones de experimentacion.

A continuacion, se muestran los principales resultados del estudio estadistico.

Tabla 8. Tabla ANOVA andlisis Uo

Suma de Cuadrado
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
A: Temperatura 0,27774 1 0,27774 8,32 0,0235
B: Ratio S/L 0,111041 1 0,111041 3,33 0,1109
C: Disolvente 0,0732142 1 0,0732142 2,19 0,1821
AA 0,00847907 1 0,00847907 0,25 0,6297
AB 0,00636591 1 0,00636591 0,19 0,6755
AC 0,245171 1 0,245171 7,35 0,0302
BB 0,00383577 1 0,00383577 0,11 0,7445
BC 0,0174971 1 0,0174971 0,52 0,4925
cC 0,00910515 1 0,00910515 0,27 0,6176
Error total 0,233633 7 0,0333762
Total (corr.) 0,983366 16
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Figura 13. Interacciones binarias Uo
El estudio ANOVA de la velocidad inicial dio como resultado que los parametros que
mayor influencia presentan sobre la variable de respuesta son la temperatura (p-valor =
0.0235) y la interaccion entre la temperatura y el disolvente (p-valor = 0.0302). No
obstante, el modelo no puede ser explicado Unicamente por la influencia de estos dos

parametros.

El efecto de las tres variables de extraccién sobre la velocidad inicial es el mismo que
sobre el rendimiento final, aumentando cuando aumenta la temperatura y la
concentracion del disolvente y cuando disminuye el ratio S/L. Sin embargo, en el caso de

la velocidad inicial, la variable que mayor pendiente muestra en la Figura 10 es la

71



Cinéticas de extraccion de polifenoles en la extraccidn asistida con microondas de alperujo

temperatura en lugar del ratio S/L, de modo que si se quiere obtener una velocidad inicial
superior, es mas efectivo incrementar la temperatura. Esto se debe a que al amentar la
temperatura lo hace la constante de transferencia de materia, aumentando la velocidad,
y alavez que se degrada la pared celular, liberando los polifenoles al disolvente. El reducir
el ratio S/L se consigue que la concentracién de polifenoles en el disolvente sea menor,
haciendo que el gradiente de concentraciones sea mayor, y con ello la velocidad de
extraccion. En el caso del disolvente, hay un maximo de velocidad para una concentracion
superior al 50%, y para valores superiores disminuye la velocidad. Dado que la velocidad
es mayor cuanto mayor es la concentracién de etanol, esto muestra que la afinidad de

estos compuestos es mayor por el etanol que por el agua.

Respecto a la interaccion entre las distintas variables, dentro de los limites de dichas
variables, la Unica interaccidon que se observa en la Figura 11 es la interaccién entre la
temperatura y el disolvente. Fuera de los limites, para muestras mas diluidas, se
produciria una interaccién entre el ratio y el disolvente, de modo que la influencia del
disolvente sobre la velocidad fuera nula. Segun disminuye el ratio, asi lo hace la influencia
del disolvente sobre la variable de respuesta. La interaccion entre temperatura y
disolvente implica que para concentraciones elevadas de etanol, la influencia de la
temperatura es predominante, aumentando la velocidad cuando lo hace la temperatura,
mientras que, cuando la concentracion es baja, la velocidad se mantiene en un mismo

valor dentro del rango de temperaturas.

El valor éptimo para la velocidad inicial de extraccion que devuelve el estudio estadistico
viene dado por las siguientes variables: 702C, 0.05 g/mly 75%y etanol. El valor éptimo
de la velocidad es 0.897 mgeae/galp,seco'S. Con la extraccion con microondas se pretende

incrementar tanto el rendimiento final como esta variable.

En el caso del analisis de la riqueza el modelo desarrollado con el método ANOVA resulté
con un valor de R? de 0.6311. El valor es demasiado pequefio como para poder sacar
conclusiones sobre el valor medio de la riqueza en los experimentos realizados. Estos
resultados no son sorprendentes, debido a la reducida variacién que presenta en todos
los experimentos, oscilando en torno a un valor, pero sin observarse una evolucién

temporal. Del andlisis de la riqueza no se pueden obtener resultados claros, de modo que
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no se puede obtener el punto éptimo para obtener el extracto con una mayor riqueza, lo

cual implica una mayor calidad del producto obtenido.

Del analisis de los pardmetros cinéticos de la extraccién convencional, se obtuvieron
aquellas condiciones mas favorables para la extraccion, que luego se adaptaron en
funcion de los objetivos para realizar la extraccion con microondas. La temperatura
influyd de manera positiva, tanto para el rendimiento como para la velocidad inicial, de
modo que las temperaturas elevadas favorecen la extraccion. Como el incremento de la
temperatura de extraccién no supone una limitacién, la extraccién con pretratamiento
se realizard a esta temperatura. Respecto al disolvente, el incremento de la
concentracién favorece ambos parametros a optimizar. No obstante, respecto al
rendimiento final, presenta un valor maximo, por encima del cual el rendimiento
disminuye. Dado que el etanol es un liquido inflamable, la reduccién de la concentracion
en el disolvente empleado es deseable, empleando en los experimentos posteriores el
disolvente con la concentracion 50%yvy. Respecto al ratio S/L, la reduccion de dicho
parametro incrementa ambas variables cinéticas. Sin embargo, para el pretratamiento,
cuanto menor sea la cantidad de disolvente por gramo de alperujo mas facil es el escalado
del proceso y menor es el consumo, de energia y de disolvente, de modo que para los

siguientes experimentos se empled un ratio 0.5 g/ml.
Resultados Extraccidon con microondas

Los experimentos con pretratamiento con microondas se compararon con los resultados
del experimento CE 18, en el que se realizé la extraccién convencional con las mismas
condiciones de extraccion. Dentro de los pretratamientos se estudié el empleo de
disolvente etanol/agua, agua o la ausencia de disolvente con el objetivo de ver bajo qué

condiciones se maximiza la extraccion.

La aplicacion de microondas se realizd en dos medios distintos. En primer lugar, el
microondas atmosférico, en el que se aplican las microondas sobre el medio de
extraccion, estando éste sin cerrar, pudiendo evaporarse parte del disolvente y de la
humedad. Por otro lado, el microondas Anton Paar, se emplea para aumentar la
intensificacion, ya que no sdlo se calienta la muestra, sino que ademas se alcanzan

presiones en torno a 10bar, que pueden favorecer la extraccion.
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Respecto al tiempo de pretratamiento, en el microondas atmosférico, para cada conjunto
de condiciones de operacion se realizaron varios experimentos, modificando el tiempo
de pretratamiento, anotando la temperatura maxima alcanzada. En el microondas
presurizado, por el contrario, se controld la temperatura maxima alcanzada, anotando el
tiempo de tratamiento. La potencia se mantuvo constante en ambos casos, empleando
una potencia de 300W para el microondas atmosférico y de 100W para el presurizado.
Se emplearon dos potencias distintas porque en el microondas presurizado el volumen
del medio de extraccién es una tercera parte del empleado en el atmosférico, de modo

que al igualar la relacién potencia/volumen los resultados sean comparables.

En la Figura 12 se muestra la evolucion de la temperatura en los experimentos en los que

se aplica el pretratamiento.
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Figura 14. Temperatura extraccion con microondas

Dado que el analisis de la riqueza, para las extracciones convencionales, no fue
concluyente, dando valores alternos sin una clara evolucion, en estos experimentos no
se considerd su cdlculo. Esto se debe a que las velocidades de extraccién de otros
compuestos son similares a la velocidad de extraccion de polifenoles, de modo que la

riqueza se mantiene en torno a unos valores.

Rendimiento final

En primer lugar, se analizd el efecto de la aplicacion de microondas sobre el rendimiento

final de la extraccién, comparando los resultados obtenidos en los experimentos
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En la Tabla 9 se muestran los resultados de aquellas extracciones de cada tipo de en las
cuales se obtuvieron los mayores rendimientos finales de extraccion. También se muestra

el incremento relativo del rendimiento, AC., con respecto a la extraccion de control (CE

18).
Tabla 9. Resultados rendimiento final de extraccion MAE

Tiempo Temperatura C. AC..

Tipo extraccién Exp. (s) (°C) (mgaae/gom) (%)
Convencional CE 18 - - 11,08 -

MW atmosférico SFME 05 150 101,1 18,33 65%
MW atmosférico OWME 03 90 95.7 16,47 49%
MW atmosférico SME 04 120 83.5 15,76 42%
MW presurizado SFME 03 110 175 15,14 37%
MW presurizado OWME 03 45 175 16,01 44%
MW presurizado SME 03 150 175 17,86 61%

El rendimiento final de cada experimento, Ce, se analizd con la ecuacion [12], calculando
el incremento relativo del rendimiento final de cada extraccidon con respecto a la

extraccién convencional.

Coolmar — Coolc _

ACy, = 100 [14]

CoolCE

Como se muestra en la Tabla 9, los experimentos en los que se observa un mayor
incremento del rendimiento final fueron aquellos en los que el pretratamiento se realiza
sin disolvente, SFME, cuando se opera a presion atmosférica, y aquellos en los que se
afiadio tanto el etanol como el agua, SME, en el caso del microondas presurizado. Se

obtiene un rendimiento final 65% vy 61% superior, respectivamente.

Para el microondas atmosférico, los resultados dptimos vienen dados para el tratamiento
sin disolvente, logrando que la humedad del alperujo se caliente y evapore, con lo que se
consigue que los polifenoles se extraigan con mayor facilidad. Las extracciones sélo con
agua, OWME, dieron resultados similares a aquellas que se realizaron con etanol/agua,

con rendimientos de extraccion de 16.47 mgeae/gom Y 15.76 mgeae/gowm, respectivamente.
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En el caso del microondas presurizado, los resultados éptimos vienen dados para el
tratamiento con etanol/agua, obteniendo un rendimiento maximo de 17.86 mgeae/gom.
Los experimentos que peor resultado dieron fueron las extracciones SFME a presién,
incrementando Unicamente el rendimiento final un 37%. En el caso del microondas
presurizado, al tener una etapa de refrigeracién con aire, la extraccion con disolvente se
ve favorecida, ya que dicha extraccién comienza en esta etapa, mientras que en los
experimentos SFME, al no haber disolvente, la extraccion no comienza hasta que se
afiade. La extraccion con disolvente se ve favorecida, frente a la extraccién con agua, en

estas condiciones, debido a la mayor volatilidad de la mezcla etanol/agua.

Los dptimos para todos los tipos de extraccidn aparecen para tiempos de tratamiento
con microondas elevados, en los que se alcanzan las temperaturas superiores. De este
modo se puede concluir que la extraccion se ve favorecida por altas temperaturas y altos
tiempos de tratamiento con microondas. No obstante, los experimentos se realizaron
para tiempos de pretratamiento inferiores a 3 minutos, ya que tiempos de residencia
mayores no son viables, tanto por la posible degradacion de los polifenoles, como por la

limitacion que supone a nivel industrial un tiempo de residencia elevado.

Velocidad inicial de extraccion

Por otro lado, la velocidad inicial se analizd Unicamente para las extracciones con
pretratamiento en el microondas atmosférico. Las extracciones en el microondas
presurizado, debido a la etapa de enfriamiento, no se pudo obtener el rendimiento inicial

de manera instantanea, por lo que la velocidad inicial no se analizé.

Tabla 10. Resultados velocidad inicial de extraccion MAE

Tiempo Temperatura Uo Aug
Tipo extraccion Exp.
(s) (°C) (mgeae/gom*s) (%)
Convencional CE 18 - - 0,62 -
MW atmosférico SFME 05 150 101,1 3,35 440%
MW atmosférico OWME 03 90 95.7 2,11 240%
MW atmosférico SME 04 120 83.5 1,56 151%

Al igual que en el apartado anterior, se calculd el incremento relativo de la variable con

respecto a la extraccién control, mediante la ecuacion [13].
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u —u
Aug = olmae — Uolce 100 [15]

Uolce

El experimento que mayor velocidad inicial mostro fue el experimento SFME 05, con una
velocidad inicial 440% superior a la velocidad inicial de extraccion del experimento CE 18.
Esto se debe a que la aplicacién de las microondas directamente sobre el alperujo libera
los polifenoles, de modo que, al afiadir el disolvente, estos pasan al disolvente con mayor
rapidez. En los experimentos con disolvente y agua, la energia de las microondas es
absorbida por el alperujo, pero también por el disolvente, de modo que los polifenoles
no se liberan tan rapidamente, dando velocidades de extraccién inferiores a la extracciéon
sin disolvente, pero superiores un 240% (OWME) y 150% (SME) a la extraccion

convencional.

Al igual que para el rendimiento final de extraccién, la velocidad inicial se ve favorecida

por tiempos de pretratamiento elevados.

Riqueza

Con la ecuacién [9] se calcularon los valores de la riqueza para cada experimento de

extraccion asistida con microondas, empleando el valor del residuo seco calculado.

Al igual que en las extracciones convencionales, los valores de la riqueza obtenidos no

manifiestan variaciones significativas que puedan derivar en un analisis mas detallado.
Conclusiones de las cinéticas de extraccidn

Con la aplicacién del pretratamiento con microondas se pretende intensificar la
extraccion de polifenoles del alperujo, tomando como objetivo incrementar el
rendimiento final de extraccién, que representa los polifenoles totales extraidos, y la

velocidad inicial.

A la vista de los resultados, con los experimentos de extraccion asistida con microondas
se logra incrementar la extraccion de polifenoles de manera considerable, empleando
Unicamente de 30-180 s de pretratamiento, que supone un gran impacto respecto al
tiempo global de extraccion. El rendimiento de extraccién maximo obtenido es de

18.33mgcae/gom, Un 65% superior al rendimiento de la extraccidén convencional.
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Respecto a la velocidad inicial de extraccion, se logra incrementarla en mayor medida que
el rendimiento. Se obtienen velocidades hasta un 440% superior a la velocidad de la
extraccion CE 18. El incremento de la velocidad se debe a que, el alperujo, al absorber la
energia de las microondas, libera los polifenoles, que durante la extraccién difunden al
disolvente con una velocidad mayor. Dado que la velocidad de extraccion es superior
aplicando el pretratamiento, el tiempo total de extraccién se puede reducir, facilitando

el posterior escalado de la extraccién.

El pretratamiento que mejores resultados dio de velocidad de extraccién y rendimiento
final alcanzado fue el pretratamiento sin disolvente (SFME) a presion atmosférica. La
aplicacion de las microondas sobre la materia prima directamente resulta mas efectiva
gue aplicar la energia sobre la mezcla de materia prima y disolvente, lo cual resulta
beneficioso para el proceso a nivel industrial, reduciendo el volumen sobre el que se
aplican las microondas para tratar un mismo volumen, y sin introducir disolventes

inflamables que compliquen la seguridad del proceso.

El pretratamiento con agua tiene como objetivos reducir el disolvente afiadido a la
materia prima, reduciendo el consumo energético, a la vez que se reduce la temperatura
alcanzada por el etanol, que es un compuesto inflamable. Los resultados atmosféricos
dieron valores de rendimiento similares y velocidades de extraccidon superiores. No
obstante, dado que los valores dptimos alcanzados se obtuvieron para los experimentos

sin disolvente, estos ultimos siguen siendo los mas adecuados.

La extraccion con disolvente en el microondas presurizado dio un rendimiento de
extraccion final similar al obtenido en los experimentos SFME atmosféricos. No obstante,
esta extraccion requiere un mayor consumo y una mayor complejidad, debido a la

necesidad de equipos que soporten presiones elevadas.

El andlisis de la riqueza, en los experimentos de extraccién convencional, no permitié
obtener un tiempo de extraccién dptimo, en el cual la riqgueza de la extraccion fuera
Optima, como se observa en la extraccién de polifenoles de la uva®3. Es la extraccion de
polifenoles del residuo de uva se observa que la riqueza disminuye para tiempos de
extraccion elevados, mientras que el rendimiento se mantiene. Esto se debe a que las

velocidades de extraccion de los polifenoles y del resto de compuestos son distintas. Para
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el alperujo no se observa esta evolucién, por lo que no podemos afirmar que las

velocidades de extraccién sean distintas.

En el ANEXO 2. RESULTADOS RENDIMIENTO Y RIQUEZA se recogen los datos obtenidos
del ajuste de los resultados experimentales a la ecuacién [10] de las extracciones asistidas

con microondas.
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3.2. FLAVONOIDES
El analisis de los flavonoides es el mismo que el analisis que se realiza a los polifenoles
totales, obteniendo el rendimiento de extraccién vy la riqueza con las ecuaciones [8] y [9]

respectivamente. La cinética de extracciéon demostrd ser también de primer orden,

siguiendo la ecuacién [10].

En la Figura 12y en la Figura 13 se muestran dos cinéticas de extraccion de flavonoides,

la primera correspondiente al experimento CE 04 y a segunda al SFME 03.
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En estas graficas se observa como la extraccion de flavonoides es proporcional a la de
polifenoles totales. La cinética de extraccion es también de primer orden, mostrando una
velocidad inicial similar. La velocidad inicial de extraccion también se incrementa en la
extraccion de estos compuestos. En la Figura 13 se observan las cinéticas de extraccion
del experimento SFME 03 de flavonoides (verde) y de polifenoles (azul), donde se

muestra que ambas extracciones presentan la misma evolucioén.

El porcentaje que representan los flavonoides extraidos respecto del total de compuestos
fendlicos se mantiene constante en cada experimento. Los flavonoides representan un
10-16% de los polifenoles detectados en los experimentos realizados, en funcién de las

condiciones.

Los valores optimos obtenidos vienen dados para condiciones de extraccion similares,
incrementdndose la extraccidon para mayores temperaturas y menores ratios. Respecto
al efecto de la intensificacién con microondas, no se observa el mismo incremento que
para los polifenoles totales. En la Figura 12y Figura 13 se observa como el uso de

microondas influye en la velocidad inicial, aumentando su valor.

Los resultados obtenidos del ajuste de los rendimientos de extraccidon se muestran en el

ANEXO 3. RESULTADOS ANALISIS FLAVONOIDES.
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3.3. ANALISIS COMPUESTOS FENOLICOS. HPLC

Una vez se analizé la cinética de extraccion bajo las diferentes condiciones, se analizd que
compuestos se han extraido. Para ello se empled la cromatografia liquida de alta
resolucién, inyectando las muestras y los patrones, de modo que se obtiene el
cromatograma de cada muestra, en el que se pueden identificar los compuestos
comparando el tiempo de retencion de los picos con el que muestran los patrones y se
pueden cuantificar el HT, T y OLE, compuestos para los cuales se realizd una recta de

calibrado.

De las muestras obtenidas por los diferentes métodos, se seleccionaron varias muestras
para analizar la concentracion que tenfan de los tres compuestos fendlicos principales en
los derivados de la aceituna: hidroxitirosol, HT, tirosol, T, y oleuperina, OLE. Las muestras

gue se inyectaron en la columna se muestran en el ANEXO 4. RESULTADOS HPLC.

Con este analisis se busca obtener bajo qué condiciones se logran obtener los
compuestos mencionados anteriormente, de modo que ademads de obtener un elevado
rendimiento de extraccion, que es lo que se busca con el analisis de la cinética de
extraccion, obtener unas condiciones bajo las que se potencie la extraccién de estos

compuestos de interés.

Ademas de estos tres compuestos, se introdujeron otros compuestos en la columna para
conocer su tiempo de retencion y asi poder identificar la presencia de dichos compuestos
sin cuantificar su concentracion en la muestra. Estos compuestos son el dcido galico, el
acido cumarico, la rutina y la quercitina. En la Tabla 7 se muestran los tiempos de
retencion de los distintos polifenoles. El tiempo de retencion puro es el tiempo de
retencién que muestra el compuesto cuando se inyecta puro y el tiempo de retencion
real el tiempo que tarda en salir cuando se inyecta este compuesto junto con otros
compuestos e impurezas. La diferencia entre ambos tiempos de retencién se debe a la
presencia de impurezas, asi como la presencia de un compuesto no identificado de

tiempo de retencion 60 min, presente en el disolvente.
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Tabla 11. Tiempos de retencion HPLC

Compuestos Tiempo de retencién puro (min)
Acido Galico 7,56 £ 0,756
Hidroxitirosol 9,95 + 0,995
Tirosol 13,19+1,32
Acido Cumarico 26,477 £ 2,65
Rutina 47,621 £ 4,76
Oleuperina 48,705 + 4,87
Quercitina 56,404 + 5,64

Resultados extraccion convencional

El analisis de las muestras extraidas mediante el proceso de extraccion convencional se
emplea para determinar qué compuestos se extrajeron en estas condiciones y que sirva
a modo de control para estimar en qué modo se potencia la extraccién de determinados
compuestos bajo el pretratamiento de los microondas. Debido a que cada experimento
se lleva a cabo con un ratio S/L diferente, es necesario expresar la concentracion,
obtenida en ppm, como un rendimiento de extraccion de ese compuesto, empleando la

formula [11].

C mycomp — (mgcomp) . 1l .
M \ 100 garperujo comp "] 103ml
1 1 ) alpe

Ratio% (%) 1-w) Yalpe,seco

[16]

- 100

Del analisis de los resultados, se obtuvo que la extraccion del HT se ve favorecida por
tiempos de extraccién bajos, obteniéndose los rendimientos mas altos para las primeras
muestras de la extraccion, lo que sefiala una posible degradacién durante la extraccién.
Para las condiciones de ratio S/L de 0.5, 709C y disolvente 50%., (experimento CE18) se

obtuvo un rendimiento de 27 mgur/100 gpm.

En la Figura 12 se muestra el cromatograma de una extraccion convencional, en el que

se identifican los picos que corresponden a los compuestos. El pico que aparece para un
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tiempo de retencion de 60 s corresponde a al disolvente, ya que se comprobd inyectando
una muestra con Unicamente disolvente.
700000
600000
500000 |
400000

300000 i

Altura

200000 \

100000 '

~100000 Tiempo de retencién (min)

Figura 17. Cromatograma CE 18.5
En el caso del T se observd que el rendimiento aumentd cuando lo hizo el tiempo de
extraccion, incrementandose la extraccion de dicho compuesto. Como control se
comprobd que, para las condiciones anteriores, el experimento CE18, la extraccién de

este compuesto dio un rendimiento de 69 mgr/100 gpm.

Para la OLE, el otro compuesto cuya concentracidon se estudid, presentd un pico de
concentracién para tiempos de extraccidn intermedios, de manera que el rendimiento
aumento con el inicio de la extraccion y disminuyo al avanzar la extraccion. El rendimiento

maximo obtenido para la OLE fue de 106 mgoLe/100 gowm.

Como conclusién, para la extraccion sin pretratamiento con microondas, se obtuvieron
unos rendimientos de extraccion que, de ser incrementados, darian como resultado
concentraciones superiores de estos compuestos estudiados, probando la eficacia del
pretratamiento. En estos analisis se detectd la presencia de otros compuestos como el

acido gélico y el acido cumarico.
Resultados pretratamiento microondas atmosférico

En estos resultados también se analizd el rendimiento de extraccién de los compuestos,

empleando la ecuacion [11]. En la Figura 13 se representa el cromatograma de una
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extraccion que se realizd con pretratamiento en el microondas atmosférico, con los picos

de los compuestos identificados sefialados.
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Figura 18. Cromatograma SFME 1.5
Dentro de los experimentos con pretratamiento, se realizaron tres tipos de retratamiento
en funcion del disolvente empleado durante el pretratamiento. Los resultados de cada
pretratamiento se analizaron por separado para conocer las condiciones éptimas para
cada pretratamiento, comparando finalmente los valores éptimos de cada experimento

para conocer las mejores condiciones.

En los experimentos con pretratamiento con microondas sin disolvente afiadido (SFME)
se observo que el HT presenta un pico en el rendimiento para tiempos de extraccion entre
los 15-30 minutos cuando se analiza la evolucion en un mismo experimento, tomando
valores entre 22 vy 34,2 mgur/100 gom. Entre varios experimentos, cuanto mayor es la
exposicion de la muestra al pretratamiento, su valor disminuye de manera sensible, salvo
para el experimento SFME 5.4, en el que se observa un pico de extraccién de 88,7
mgnt/100 gom. Para el T no se observd un incremento del rendimiento de extraccion, sino
que el rendimiento se mantuvo en torno a 63 mgr/100 gpm. Su evolucidn con el tiempo
de intensificacion con microondas presenta un pico en el experimento SFME 5.4, con un
valor de 131 mgr/100 gpm, que fue el experimento con mayor tiempo de pretratamiento.
En el resto de experimentos no se obtuvo un incremento notable. Para la OLE se obtuvo

un pico de extraccion para tiempos intermedios de extraccién. En cuanto al incremente
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del tiempo de pretratamiento, este llevd a un incremento de la extraccion, llegando a un
rendimiento 445 mgoLe/100 gom, para el experimento SFME 5.4. Como conclusidn, el
mayor rendimiento de extraccion se obtuvo con el experimento que mayor tiempo, lo
cual muestra que estos compuestos no presentan una sensibilidad elevada a la aplicacion
de las microondas, y que para lograr incrementar la extraccién es necesario aumentar el
pretratamiento con objeto de lograr romper las paredes celulares y liberar los
compuestos, a la vez que se elimina el exceso de agua del alperujo. En el caso de aplicar
un pretratamiento con microondas sin afiadir disolvente, seria beneficioso reducir el
tiempo de extraccion, ya que, en el caso de estos compuestos de interés, la extracciéon
presenta rendimientos mayores con tiempo menores de extraccion, aunque el

rendimiento global de extraccién sea mayor.

En el caso de los experimentos en los que se afiadid agua para el pretratamiento (OWME),
se observo que el HT también presenta un pico de rendimiento para tiempo de extraccion
intermedios. Sin embargo, en el caso del Ty la OLE, el rendimiento fue mayor a medida
gue la extraccidén avanzaba. El andlisis del tiempo de pretratamiento mostrd que
Unicamente la OLE se ve favorecida por un incremento del tiempo de pretratamiento en
estas condiciones. Los valores éptimos que se obtuvieron fueron, 20 mgur/100 gom (HT),

73 mg1/100 gom (T) y 64 mgore/100 gom(OLE).

Cuando el pretratamiento se realizd sobre la muestra afiadiendo todo el disolvente
(SME), la evoluciéon del HT fue similar a la de los otros pretratamientos, alcanzando un
maximo antes de acabar la extraccion y disminuyendo posteriormente. Para el T, el
rendimiento se mantuvo en valores similares, decreciendo en las Ultimas extracciones.
En el caso de la OLE no se observd un incremento de la extracciéon de dicho compuesto
con el tiempo. Esto se puede deber a que, al realizar el pretratamiento con el disolvente,
durante dicho pretratamiento estos compuestos se solubilizan directamente, de modo
gue segun avanza la extraccion se degradan debido a la temperatura, reduciendo su
concentracion en la muestra obtenida. Las condiciones éptimas se obtuvieron para un
tiempo de pretratamiento intermedio (90 s, SME 3.5), obteniéndose un rendimiento 26

mgHT/IOO gDm(HT), 76 mgT/IOO gDm(T) Yy 93 mgQLE/].OO gDMm (OLE).

De los datos obtenidos podemos concluir que, para un mismo tiempo de pretratamiento,
los experimentos en los que no se empled disolvente durante la aplicacion de las
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microondas, presentaron rendimientos superiores de extraccion de los tres compuestos
estudiados. Esto se debe a que, al no haber disolvente, toda la radiacion es absorbida por
el alperujo, logrando una extraccion mas eficiente. Cuando se incrementa la
intensificacion, se logra obtener un mayor rendimiento de extraccion de OLE, no
obstante, en el caso de HT y T no se logra incrementar la extraccidon. Esto se debe a la
menor estabilidad que presentan estos compuestos, degradandose de manera mas
rapida. En funcion de la fraccion de polifenoles que se quiera obtener, seria necesario
emplear unas condiciones especificas, logrando una mayor selectividad en el proceso de

extraccion.
Resultados pretratamiento microondas presurizado

Para los experimentos SFME se obtuvo que el HT y el T se vieron favorecidos por tiempos
superiores de extraccién, alcanzando el maximo a los 30 minutos. La extraccion de la OLE
dio rendimientos similares a los 10 y a los 30 minutos. Los valores éptimos obtenidos

fueron 75 mgut/100 gom (HT), 70 mgr/100 gom (T) y 210 mgore/100 gom (OLE).

En los experimentos OWME, se obtuvieron los siguientes rendimientos de extracciéon
para cada uno de los compuestos estudiados: 45 mgir/100 gom(HT), 62 mgr/100 gom(T) y
240 mgoLe/100 gom(OLE).

En el caso de SME, la extraccion de HT que dio como resultado un valor éptimo al inicio
de la extraccién, mientras que el Ty la OLE incrementaron su rendimiento con el tiempo
de extraccion. 30 mgur/100 gom(HT), 172 mgr/100 gom(T) v 428 mgole/100 gom(OLE).
Adicionalmente se estudié el efecto de variar los ratios, obteniendo que Unicamente el
HT incrementa su rendimiento de extraccion cuando se emplea un ratio menor, mientras

gue para la OLE el rendimiento disminuye de manera significativa.

Cuando se emplea el microondas a presién, se observa que la extracciéon de Ty OLE se ve
favorecida por la adiccion del disolvente para el pretratamiento, mientras que el HT
presenta un mayor rendimiento cuando la intensificacién se lleva a cabo sin disolvente.
Esto se debe a que el HT presenta una mayor dificultad para ser extraido del interior
celular, de modo que la extraccion SFME favorece que se rompan las paredes celulares
en mayor medida que el resto de métodos, al absorber la mayor parte de la energia la

propia materia y no el disolvente.
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Analisis comparativo

Para estudiar el efecto del pretratamiento con microondas como método de
intensificacion de la extraccion, se tabularon en la Tabla 8 los resultados éptimos de cada
tipo de experimento, con el objetivo de ver qué condiciones favorecen el rendimiento de
extraccion de cada uno de los compuestos. Se compararon los resultados con
pretratamiento con el experimento CE 18 de extraccién convencional, ya que se realizé

con idénticas condiciones (temperatura, ratio S/L y disolvente).

Tabla 12. Rendimientos de extraccion dptimos

Rendimientos

# Exp Mgcompuesto/ 100 gom

HT T OLE
CE 18 27 69 106
SFME 63 131 445
OWME 20 73 64
SME 26 76 93
SFME.P 75 70 210
OWME.P 45 62 240
SME.P 30 172 428

De los resultados obtenidos para el HT, se observd que le mayor rendimiento viene dado
por las extracciones con pretratamiento SFME, un 180% superior al rendimiento del HT
en la muestra control para el pretratamiento presurizado y un 130% superior en el caso
del atmosférico, mientras que para aquellas extracciones en las que se afiadio
Unicamente agua durante la aplicacién de las microondas se observaron los valores
menores. Para la extraccion de este compuesto, la utilizacion de la técnica SFME descrita
anteriormente es la mds recomendable, ya que requiere menos recursos. Entre la
utilizaciéon de un dispositivo presurizado o no, la opcién de realizarlo a presidon
atmosférico implica un menor coste, a pesar de que el rendimiento sea menor. Esto
puede deberse a que se trata de un compuesto que se encuentra mas ligado a la materia

prima, necesitando una mayor energia absorbida para ser liberado.

En el caso del T, la extraccion con mayor rendimiento se obtuvo para el pretratamiento

con disolvente y a presion, un 150% superior a la muestra control dptima obtenida, no
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obstante, la extraccion SFME atmosférica da como resultado un rendimiento elevado, un
90% superior, requiriendo menos recursos. El resto de experimentos dieron como

resultados rendimientos similares a los de la muestra control.

Para la OLE el valor maximo del rendimiento se obtuvo también para los pretratamientos
SFME y SME.P, con valores 300 % superiores que los obtenidos para la extraccion control
(CE 18). Los experimentos presurizados dieron resultados (SFME.P y OWME.P) dieron

rendimientos un 100% superiores.

Estos valores de rendimiento de extraccién son superiores a los encontrados en los
trabajos previos, en los que se alcanzan rendimientos de 89 mgut/100 gom en el caso del
HT y de 21 mgoe/100 gpm para la OLE'. Una de las razones por las que se obtienen
rendimientos superiores es por el uso de metanol como disolvente en una concentracién

elevada®®.

Los métodos que mejor resultado de rendimiento muestran son SFME, SME.P y SFME.P.
En funcidn del polifenol que mas interese obtener se debe utilizar uno u otro método. El
SFME implica mas ventajas ya que no se emplea disolvente, lo cual facilita el escalado,
presenta un elevado rendimiento de extraccion de HT, asi como de Ty OLE, y no requiere
el equipo empleado para soportar la presidon. Los experimentos con el microondas
presurizado dieron resultados superiores, excepto en el caso del SFME. Esto se debe a
gue, durante el pretratamiento, debido al incremento de la temperatura y a que no hay
disolvente, la humedad de la muestra se evapord, permitiendo un mayor rendimiento
debido al aumento del contacto disolvente-alperujo, asi como la intensificacion de la

ruptura de las paredes celulares al absorber estas la mayor parte de la energia emitida.

En el ANEXO 4. RESULTADOS HPLC se muestra los resultados obtenidos de este analisis

de los compuestos descritos anteriormente.
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4. CONCLUSIONES

Con este estudio se busca potenciar la extraccion de los polifenoles del alperujo de
aceituna. Dentro de los polifenoles, aquellos que mayor interés muestran son el
hidroxitirosol, el tirosol y la oleuperina. Con los resultados obtenidos del estudio de la
extraccion convencional se obtienen aquellas condiciones que optimizan la extraccion
sélido-liquido del alperujo con etanol/agua. Una vez se tienen dichas condiciones
Optimas, se obtienen las condiciones de operacién de la extracciéon, llegando a un
compromiso entre rendimiento de extraccion y consumo de recursos. Partiendo de los
resultados del estudio estadistico del rendimiento y la velocidad de extraccidn, se
considerd que aquellas condiciones de operacion que satisfacian dicho compromiso eran
70°C como temperatura de extraccion, 0.5g/ml de ratio sdlido/liquido y 50%y de
concentracién de etanol en el disolvente. En cuanto a la temperatura, se selecciond el
valor mas elevado por la influencia que presenta este parametro sobre la velocidad inicial
de extraccién. La temperatura no supone una limitacién para la extraccién a nivel
industrial, ya que se trata de una temperatura moderada, por debajo de la temperatura
de ebulliciéon del disolvente. Respecto al disolvente, la influencia de dicha variable no es
critica para ninguno de los pardmetros a optimizar, por lo que se selecciona un disolvente
con una concentracion intermedia, de modo que no suponga una limitacion para la
extraccion de ningln compuesto que muestra una mayor afinidad por el agua. El ratio
mostré una gran influencia con respecto al rendimiento final de extraccidn, siendo la
variable mas critica. No obstante, la seleccidon de un ratio S/L bajo implicaria grandes
cantidades de disolvente, suponiendo una limitacion para la extraccién. El ratio también
mostrd una gran influencia en la velocidad de extraccion, aumentando ésta cuando el
ratio disminuye. De cara al escalado del proceso, la seleccion de ratios bajos supondria
un elevado consumo de disolvente, a la vez que implicaria un mayor coste de
calentamiento, para tratar una misma cantidad de alperujo, aparte del considerable coste

de concentrar el extracto final.

Una vez se consideraron las condiciones mas favorables para la extraccion de polifenoles,
se realizaron los posteriores experimentos con pretratamiento. Inicialmente se realizaron
los experimentos con el microondas atmosférico, empleando las condiciones de
extraccion mencionadas anteriormente. Respecto a la aplicacion de microondas, se
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controld el tiempo de pretratamiento, manteniendo constante la potencia. Con los
resultados de estos experimentos se obtuvo aquellas condiciones que favorecen la
extraccion de polifenoles. En cuanto al disolvente, los mejores resultados, tanto de
rendimiento como de velocidad, se obtuvieron para los experimentos sin disolvente, ya
gue las microondas fueron absorbidas por la materia prima, liberando los polifenoles de
manera mas eficiente que cuando dichas microondas son absorbidas por el disolvente.
Respecto al tiempo de pretratamiento, cuanto mayor es su valor, mayor es el rendimiento
de extraccion. Sin embargo, tiempos de pretratamiento elevados suponen una limitacion
para el proceso a escala industrial, requiriendo tiempo de residencia elevados en el
interior del horno microondas. La temperatura alcanzada, al operar a presion
atmosférica, depende de la temperatura de ebullicién del disolvente. Para las
extracciones sin disolvente se alcanzaron temperaturas proximas a los 100°C,
temperatura a la que se empieza a evaporar la humedad interior del alperujo. Estas

temperaturas no implican limitaciones para el proceso.

Con el microondas presurizado se obtuvieron valores del rendimiento de extraccion
similares a los obtenidos con el microondas abierto. La extraccion con disolvente dio
mejores resultados, obteniendo rendimientos un 61% superiores a los de la extraccién
convencional. El tratamiento con microondas a presion se ve favorecida por la presencia
del disolvente, que al calentarse se evapora a menor temperatura, elevando la presion

en mayor medida que en el resto de experimentos.

El uso del microondas atmosférico es preferible frente al uso del microondas presurizado,
ya que para alcanzar presiones elevadas se requiere de recipientes especificos, que
dificultan el escaldado de la operacién. A la vista de los resultados, el empleo de
microondas y presién de manera simultdnea no supone un gran incremento respecto al
empleo de microondas sin presurizar, Unicamente para el pretratamiento con disolvente,
obteniendo rendimientos similares a los que se obtuvieron con el pretratamiento sin

disolvente a presion atmosférica.

Respecto a los distintos compuestos fendlicos, analizados con el HPLC, la extraccion sin
disolvente es aquella que favorece la extraccién de los tres compuestos, hidroxitirosol,
tirosol y oleuperina. Ademas, con esta extraccion se obtiene el maximo rendimiento de
extraccion de oleuperina, 445mgoie/gom. Para el tirosol, se obtienen mayores
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rendimientos con la extracciéon presurizada con disolvente, no obstante, la extraccién sin
disolvente de rendimientos de extraccion considerables. La intensificacion del
rendimiento de extraccién del hidroxitirosol con microondas se obtiene Unicamente para
aquellas extracciones sin disolvente, por lo que es el Unico método con el que se logra
extraer este compuesto. Con el resto de métodos se obtienen rendimientos similares a

los de extraccion convencional.

Con los resultados de las extracciones asistidas con microondas se obtuvo que aquel
pretratamiento con el que se logra intensificar todos los aspectos de la extraccién, como
son el rendimiento final, la velocidad inicial y el rendimiento de extraccion de los tres
compuestos estudiados, es la extraccién SFME, sin disolvente y a presién atmosférica.
Con estas condiciones se logra obtener un rendimiento maximo de extraccion de
18.33mgeae/gom, que supone un incremento del 65% respecto a la extraccion control, una
velocidad maxima de 3.35mgeae/gom, un 440% superior a la velocidad inicial de la
extraccion convencional, y rendimientos maximos de 63mgur/100gom para el HT,
131mgr/100gpm para el Ty 445mgoie/100gpm para la OLE. Con estos resultados se obtiene
gue el método mas adecuado para la extraccion, dentro de los limites estudiados, es la
aplicaciéon de microondas sobre el alperujo, para posteriormente extraerlos polifenoles
con etanol/agua. La extraccion con disolvente afiadido en el microondas presurizado
también da lugar a rendimientos elevados de extraccién, no obstante, la extracciéon SFME

es aquella que combina los rendimientos 6ptimos con el consumo de recursos.
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Simbolos y abreviaturas

SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

ANOVA Método estadistico de analisis de la varianza, ANalysis Of VAriance

C Rendimiento de extraccion, mgeas/gom

o Concentracién, mg/I

HT Hidroxitirosol

k Constante de tiempo

MAE Extraccion asistida con microondas, Microwave Assisted Extraction

OLE Oleuperina

ORAC Analisis de la capacidad antioxidante, Oxygen Radical Absorbance
Capacity

OWME Pretratamiento con microondas solo con agua, Only Water
Microwave Extraction

ppmM Concentracién en partes por millén, mg/I

SFME Pretratamiento sin disolvente afiadido, Solvent Free Microwave E

SME Pretratamiento con disolvente, Solvent Microwave Extraction

T Tirosol

TF Analisis de los flavonoides totales, Total Flavonoids

TPC Analisis de los compuestos fendlicos totales, Total Phenolic
Compounds

Subindices

0 Inicial, tiempo cero

DM Alperujo seco, dry matter

F Final

HT Hidroxitirosol

Inf Diferencia entre el rendimiento final y el inicial

OLE Oleuperina

T Tirosol

oo Final, rendimiento maximo alcanzado
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Anexos

ANEXO 1. PROCEDIMIENTOS

Los pasos que se siguieron para realizar las extracciones de polifenoles del alperujo bajo
las distintas condiciones y pretratamientos se recogen en las hojas de procedimientos

gue se muestran a continuacion.
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Cinéticas de extraccion de polifenoles en la extraccidn asistida con microondas de alperujo

Extraccion convencional

Referencia CE 00 Fecha
Temperatura oC

Ratio S/L g/ml Humedad
Disolvente %v/v

0. Comprobar
- Disolventes preparados (agua desgasificada y pH =1)
- Bafio termostatico preparado (agua e iman)

1. Encender la placa
Medir el volumen de disolvente necesario

Vdisolvente = 70 ml

3. Pesar la cantidad de alpeorujo necesaria (ratio S/L). Barrer con N»
Mealculada = g
Mreal = g

4. Verter el disolvente sobre el sélido y agitar (5')

Tomamos la muestra 0, barremos con N; e introducimos el matraz en el bafio
5. Toma de muestras
5.1. Extraer el volumen necesario

5.2. Barrer con N,
5.3. Verter las muestras en un ependorf, enfriar (hielo) y guardar en el congelador
5.4. Centrifugar las muestras

Tabla de muestras

Volumen
Tiempo Tiempo necesario
Ne (min) real (ml)
0 0 1
1 5 3
2 10 3
3 15 1
4 30 3
5 60 1
6 120 3

Notas:

Figura 19. Procedimiento extraccion convencional
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Solvent Free Microwave Extraction

Referencia SFME 00 Fecha

Temperatura °C Tiempo

Ratio S/L g/ml Humedad 0.6911
Disolvente %v/v

0. Comprobar
- Disolventes preparados (agua desgasificada y pH =1)
- Bafio termostatico preparado (agua e iman)
Encender programa de precalentamiento

1. Pesar la cantidad de alpeorujo necesaria (ratio S/L)
Mealculada = g
Mreal = g

2. Medir el volumen de disolvente

Visolvente = 70 ml
3. Introducir la muestra en el microondas y seleccionar el tiempo de tratamiento

Medir Tinicial Y Tinal
TiniciaL = eC TriNaL = eC
Sacar la muestra, afiadir el disolvente (barrer con N,) y enfriar con agua

Agitar (5') y tomar muestra cero. Barrer con N,
Introducir el matraz en el bafio termostatico y tomar muestras

No u s

Toma de muestras
5.1. Extraer el volumen necesario

5.2. Barrer con N,
5.3. Verter las muestras en un ependorf, enfriar (hielo) y guardar en el congelador
5.4. Centrifugar las muestras

Tabla de muestras

Volumen
Tiempo necesario
N2 (min) Tiempo real  (ml)

0 0 1
1 5 3
2 10 3
3 15 1
4 30 3
5 60 1

Notas:

Figura 20. Procedimiento extraccion SFME
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Only Water Microwave Extraction

Referencia OWME 00 Fecha
Temperatura °C Tiempo
Ratio S/L g/ml Humedad 0.6911
%v/
Disolvente v
0. Comprobar
- Disolventes preparados (agua desgasificada y pH =1)
- Bafio termostatico preparado (agua e iman)
Encender programa de precalentamiento
1. Pesar la cantidad de alperujo necesaria (ratio S/L)
Mecalculada = g
Mreal = g
2. Medir el volumen de aguay etanol
Vagua = ml Vetanol = ml
3. Afadir el agua e introducir la muestra en el microondas y seleccionar el tiempo de
tratamiento
Medir Tinicial Yy Tinal
TiniciaL = 2C  TenaL= eC
4 sacarla muestra, afiadir el etanol (barrer con N3) y enfriar con agua
5. Agitar (5') y tomar muestra cero. Barrer con N;
6. Introducir el matraz en el bafio termostatico y tomar muestras
7. Toma de muestras

5.1. Extraer el volumen necesario

5.2. Barrer con N,
5.3. Verter las muestras en un ependorf, enfriar (hielo) y guardar en el congelador
5.4. Centrifugar las muestras

Tabla de muestras

Volumen
Tiempo necesario
N2 (min) Tiempo real (ml)

0 0 1
1 5 3
2 10 3
3 15 1
4 30 3
5 60 1

Notas:

Figura 21. Procedimiento OWME
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Microwave Extraction

Referencia SME 00 Fecha

Temperatura oC Tiempo

Ratio S/L g/ml Humedad 0,6911
Disolvente %v/v

0. Comprobar
- Disolventes preparados (agua desgasificada y pH =1)
- Bafio termostatico preparado (agua e iman)
Encender programa de precalentamiento

1. Pesar la cantidad de alperujo necesaria (ratio S/L)
Mealculada = g
Mreal = g

2. Medir el volumen de disolvente

Vdisolvente = 70 ml
3. Introducir la muestra en el microondas y seleccionar el tiempo de tratamiento

Medir Tinicial Y Ttinal
TiniciaL = eC TrinaL = eC
Sacar la muestra, afiadir el disolvete (barrer con N,) y enfriar con agua

Agitar (5') y tomar muestra cero. Barrer con N,
Introducir el matraz en el bafio termostatico y tomar muestras

No u s

Toma de muestras
5.1. Extraer el volumen necesario

5.2. Barrer con N,
5.3. Verter las muestras en un ependorf, enfriar (hielo) y guardar en el congelador
5.4. Centrifugar las muestras

Tabla de muestras

Volumen
Tiempo necesario
Ne (min) Tiempo real (ml)
0 0 1
1 5 3
2 10 3
3 15 1
4 30 3
5 60 1

Notas:

Figura 22. Procedimiento extraccion SME
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Pressurized Microwave Extraction

Referencia Fecha
Temperatura °C Tiempo
Ratio S/L g/ml Humedad 0,6911
Disolvente %v/v

0. Comprobar
- Disolventes preparados (agua desgasificada y pH =1)
- Bafio termostatico preparado (agua e iman)
Encender programa de precalentamiento

1. Pesar la cantidad de alpeorujo necesaria (ratio S/L) 3 veces e introducirla en tres
matreces G30
Mcalculada = g
Mreal = g

2. Medir el volumen de disolvente. Afiadirlo antes del pretratamiento para la extraccién
SME.P. En el caso de la extraccion OWME.P medir el volumen correspondiente de
agua. Barrer con N.
Vdisolvente,p = ml

3. Introducir la muestra en el microondas y establecer la temperatura a alcanzar con
una potencia constante de 100W. Enfriamiento hasta 702C.
TenaL = °C

2. Afiadir el disolvente para la extraccién SFME.P y OWME.P (solo etanol). Barrer con Na.
Vdisolvente,e = ml

3. Elmatraz 1, una vez acabado el pretratamiento, se agita y se toma la muestra 0.

4. Los matraces 2 y 3 se introducen en el bafio termostatico y se mantienen durante

10'y 30' respectivamente. Una vez alcanzado el tiempo de extraccion se extrae la
muestra.

Tabla de muestras

Volumen
Tiempo necesario
Ne (min) Tiempo real (ml)
0 0 1
1 10 3
5 30 3

Notas:

Figura 23. Procedimiento extraccion MAE presurizado
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ANEXO 2. RESULTADOS RENDIMIENTO Y RIQUEZA

Los resultados de las extracciones llevadas a cabo se ajustaron con la ecuacién [10],
obteniendo tres parametros: Co, Cr y k, ademas de la varianza del ajuste, representando
la fiabilidad con la que el ajuste realizado representa los datos experimentales obtenidos.
El ajuste se realizé por minimos cuadrados. La riqueza se obtuvo con la ecuacién [9], v
dado que no mostrd ninguna tendencia, se calculé el valor medio de los cuatro valores

obtenidos en cada extraccion.
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Tabla 13. Resultados extraccion convencional

Condiciones Rendimiento extraccién
Temperatura RatioS/L Disolvente Co C: k Riqueza Uo

Experimento (°c) (g/ml) (%vv) (mgeae/gom) (mgeae/gom) (min) (Mgeae/Bextseco)  (MBaae/gom's) o’

CEO1 55 0,275 50 16,07 20,18 0,1116 80,93 0,4586 0,0714
CE 02 70 0,275 50 12,60 21,28 0,0714 78,75 0,6194 1,6177
CEO03 40 0,05 25 21,26 25,29 0,0848 78,76 0,3411 4,1037
CE04 55 0,5 50 11,54 15,79 0,0254 60,40 0,1081 0,1104
CE 05 70 0,5 75 13,33 16,63 0,2380 76,39 0,7854 1,1390
CE 06 70 0,05 75 18,35 26,55 0,1038 61,73 0,8518 1,2598
CE 07 40 0,05 75 21,00 24,37 0,0310 63,30 0,1043 1,3907
CE 08 55 0,275 25 14,01 17,41 0,0996 73,47 0,3393 1,1437
CE09 40 0,275 50 14,65 17,70 0,0967 67,23 0,2951 0,3065
CE 10 55 0,275 50 18,51 19,81 0,1020 80,06 0,1325 0,1745
CE 11 40 0,5 75 13,81 16,25 0,0662 75,47 0,1615 1,4369
CE 12 55 0,275 50 19,15 21,14 0,1181 88,06 0,2359 0,3143
CE13 55 0,05 50 21,70 28,22 0,1179 146,51 0,7696 2,6770
CE14 55 0,275 75 17,92 20,66 0,1266 88,72 0,3461 1,0971
CE 15 70 0,5 25 12,69 13,74 0,1283 73,48 0,1349 0,3817
CE 16 70 0,05 25 20,13 25,79 0,0667 102,96 0,3776 12,3925
CE 17 40 0,5 25 7,43 9,27 0,1089 46,88 0,2005 0,3018
CE 18 70 0,5 50 9,08 11,08 0,3094 43,32 0,6207 0,0049
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Tabla 14. Resultados extraccion MAE

Pretratamiento Rendimiento extraccién
Temperatura final Co C.. k Uo
Experimento (°C) (mgacae/aip,seco) (Mgcae/8aip,seco) (min?) (mgane/galp,secos) o’

SFME 01 88,5 10,14 14,43 0,1998 2,8821 0,3232
SFME 02 92,6 10,43 15,20 0,1572 2,3900 0,1675
SFME 03 99,6 9,04 16,14 0,1883 3,0388 2,0187
SFME 04 100,5 10,64 15,83 0,1666 2,6361 1,2516
SFME 05 101,1 8,68 18,33 0,1829 3,3536 1,8531
SFME 06 103,3 9,19 18,30 0,1401 2,5652 5,1849
OWME 01 58 10,37 15,25 0,3114 1,4069 0,4603
OWME 02 81,5 10,15 14,76 0,2811 1,2962 0,0378
OWME 03 95,7 12,16 16,47 0,4886 2,1085 0,3533
SME 01 344 12,39 16,11 0,2634 0,9805 1,0570
SME 02 59,1 9,84 14,50 0,2288 1,0657 0,6590
SME 03 80,1 10,12 15,09 0,1835 0,9122 0,5170
SME 04 83,5 9,62 15,76 0,2538 1,5570 0,0010
SFME.P 01 125 11,19 14,01 0,2505 - -

SFME.P 02 150 11,86 14,56 0,2280 - -
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Pretratamiento Rendimiento extraccién
Temperatura final Co C.. k Uo
Experimento (°c) (Mgaac/Balp,seco) (mgaae/galp,seco) (min™) (Mgaae/galp,seco's)
SFME.P 03 175 13,89 15,14 0,1891 -
OWME.P 01 125 13,22 15,49 0,0538 -
OWME.P 02 150 14,59 15,48 0,1368 -
OWME.P 03 175 15,53 16,01 0,2933 -
SME.P 01 125 13,95 15,06 0,0668 -
SME.P 02 150 14,83 16,44 0,2759 -
SME.P 03 175 15,20 17,86 0,1346 -
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ANEXO 3. RESULTADOS ANALISIS FLAVONOIDES

Tabla 15. Resultados extraccion flavonoides

Rendimiento extraccion

Co Co k

Experimento (mgcae/8aip,seco) (mgane/galp,seco) (min™) o’

CEO1 1,55 1,73 0,1111 0,0051
CE 02 1,47 2,21 0,0218 0,0107
CEO03 3,29 3,72 0,0509 0,0132
CEO04 0,96 1,21 0,0761 0,0008
CE 10 1,90 2,44 0,0217 0,0273
CE 11 1,69 1,81 0,1687 0,0034
CE 12 2,06 2,59 0,0176 0,0240
CE 16 3,07 3,70 0,0789 0,0640
CE 17 1,00 1,07 1,0654 0,0006
CE 18 1,56 1,72 3,4753 0,0043
SFME 01 1,25 1,61 0,1267 0,1267
SFME 02 1,30 1,56 0,0634 0,0028
SFME 03 1,04 1,61 0,2371 0,0063
SFME 04 1,32 1,63 0,6182 0,0085
OWME 01 1,35 1,78 0,0923 0,0107
OWME 02 1,41 1,67 0,1339 0,0000
OWME 03 1,69 2,11 0,0251 0,0049
SME 01 1,47 2,05 0,0351 0,0000
SME 02 1,40 1,74 0,0525 0,0041
SME 03 1,49 1,82 0,0558 0,0042
SME 04 1,49 1,70 0,4272 0,0040
OWME.P 01 1,49 1,69 0,0491 ;

OWME.P 02 1,66 1,77 1,5892 ;

OWME.P 03 1,80 1,98 1,6054 -

SME.P 01 1,68 2,02 0,1239 -

SME.P 02 1,85 2,20 0,0658 -

SME.P 03 2,12 2,42 0,0528 -
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Cinéticas de extraccion de polifenoles en la extraccidn asistida con microondas de alperujo

ANEXO 4. RESULTADOS HPLC

Tabla 16. Resultados HPLC

Rendimiento extraccion

HT T OLE
Experimento (mgur/100 gaip,seco) (mgr/100 gaip,seco) (mgote/100 gaip,seco)
CEO1.1 - 33,40 100,40
CE01.2 ; 17,57 87,47
CE01.3 ; 33,54 96,45
CEO01.4 - 26,87 313,33
CEO01.5 15,74 20,64 155,49
CEO1.6 - 39,29 103,24
CEO02.3 17,35 29,55 82,72
CE02.6 - 20,94 87,89
CE13.2 66,55 53,37 193,48
CE134 - 89,70 223,82
CE 18.1 27,05 52,07 135,70
CE 18.2 29,25 64,66 44,43
CE 18.3 - - 27,26
CE 18.4 25,55 68,47 106,27
CE 18.5 13,67 69,78 54,90
SFME 1.5 24,13 81,47 37,52
SFME 2.5 12,32 61,41 14,29
SFME 3.0 23,75 98,99 30,39
SFME 3.1 22,14 57,74 21,10
SFME 3.2 27,64 71,77 182,01
SFME 3.3 34,27 78,96 89,00
SFME 3.4 - 30,63 42,31
SFME 3.5 13,93 63,00 69,65
SFME 4.5 16,43 66,09 115,08
SFME 5.4 88,74 131,54 445,04
OWME 1.2 17,12 59,05 13,46
OWME 1.4 24,85 0,00 39,69
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Rendimiento extraccion

HT T OLE

Experimento (mgur/100 gaip,seco) (mgr/100 gaip,seco) (mgote/100 gaip,seco)
OWME 2.0 11,45 42,54 19,65
OWME 2.1 26,66 56,44 14,18
OWME 2.2 5,83 17,72 11,04
OWME 2.3 18,22 64,94 32,19
OWME2 4 19,58 73,20 8,71
OWME 2.5 20,01 103,46 237,47
OWME 3.5 19,12 70,35 63,96
SME 1.5 16,54 63,38 76,29
SME 2.1 21,49 65,81 58,38
SME 2.2 23,52 71,71 48,41
SME 2.3 24,52 75,65 22,20
SME 2.4 17,10 62,55 12,26
SME 2.5 19,00 45,70 16,21
SME 3.5 26,09 75,97 93,00
SME 4.5 15,73 72,16 65,70
SFME.P 1.2 28,10 35,65 186,90
SFME.P 3.0 41,78 32,10 209,91
SFME.P 3.2 75,42 70,44 183,78
OWME.P 2.2 45,31 62,58 239,99
OWME.P 3.2 3,20 36,03 211,42
SME.P 1.2 30,36 10,21 198,77
SME.P 3.2 11,41 172,23 42821
SME.P 5.2 29,91 102,16 377,95
SME.P 6.2 67,80 145,21 282,04
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