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RESUMEN

El alperujo es el residuo mayoritario en la extraccion de aceites de oliva por
centrifugacién de dos fases. Debido a su alto contenido en polifenoles y sus propiedades
antioxidantes, estd cobrando gran interés comercial. En este trabajo se estudia la
influencia del uso de técnicas de extraccion asistidas por microondas (MAE) como
pretratamientos en extracciones convencionales sélido-liquido. En primer lugar, se ha
optimizado la extraccidn convencional, analizando la influencia de las distintas variables
de operacién sobre el rendimiento de extraccién. A continuacion, se realizaron dos
pretratamientos por microondas: pretratamiento a presién atmosférica sin disolvente
(SFME) y pretratamiento presurizado con disolvente (MAE.P). El efecto producido por
estos pretratamientos, se evalué mediante el estudio del rendimiento de la extraccién
(mg de fenoles/g alperujo seco) y la riqueza del extracto (mg de fenoles/ g extracto seco)
utilizando técnicas espectrofotométricas y HPLC. Los resultados obtenidos, reflejaron
una mejora del rendimiento de extraccidn utilizando pretratamientos MAE.P, ya que
aceleraron el proceso de extraccidon en comparacién con las extracciones
convencionales. La mayor concentracion de hidroxitirosol se encontré en extracciones
con pretratamientos MAE.P. La oleuropeina Unicamente se identificd en extracciones
con pretratamiento SFME. Los resultados obtenidos vislumbraron una extraccion parcial
inicial en todas las muestras analizadas, debido a este hecho y a la baja repetitividad de
los experimentos, se llegd a la conclusion que el producto suministrado para el analisis
se encontraba en mal estado.

Palabras Clave: Alperujo, Extraccion, Polifenol, MAE, Rendimiento.

ABSTRACT

The alperujo is the majority residue in the extraction of olive oils by centrifugation of
two phases. Due to its high content in polyphenols and its antioxidant properties, it is
gaining great commercial interest. In this work the influence of the use of microwave
assisted extraction techniques (MAE) as pretreatments in conventional solid-liquid
extractions is studied. To do this, the conventional extraction has been optimized,
analyzing the influence of the different operating variables on the extraction efficiency.
Two microwave pretreatments were then performed: solvent-free atmospheric pre-
treatment (SFME) and solvent-pressurized pretreatment (MAE.P). The effect of these
pretreatments was evaluated by studying the extraction yield (mg of phenols / g dry
perp) and the richness of the extract (mg of phenols / g dry extract) using
spectrophotometric techniques and HPLC liquid chromatography. The results obtained
showed an improvement in extraction efficiency using MAE.P pretreatments as they
accelerated the extraction process compared to conventional extractions. The highest
concentration of hydroxytyrosol was found in extractions with pretreatments MAE.P.
While oleuropein was only identified in extractions with pre-treatment SFME. The
obtained results showed an initial partial extraction in all the analyzed samples, due to
this fact and to the low repetitiveness of the experiments, it was concluded that the
product supplied for the analysis was in poor condition.

Keywords: Alperujo, Extraction, Polyphenols, MAE, Yield.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1. INTRODUCCION

El cultivo del olivar y la obtencién del aceite de oliva, tienen una gran importancia en el
sector agroalimentario en la Unidn Europea. Existen aproximadamente 2 millones de
empresas olivareras y en estos paises se producen aproximadamente el 75% del aceite
de oliva total, lo que conlleva un promedio de produccién de 2,12 millones de toneladas.
De esta produccién el 96% se produce entre Espafia (49%), Italia (12%) y Grecia (9%) (1).

En Espafia la industria olivarera se concentra principalmente en la Comunidad Andaluza,
aunque se estad iniciando la produccion de aceite de oliva en Castilla y Ledn. Hoy en dia
existen dos almazaras en Medina de Rioseco y Medina del Campo.

El alperujo es el residuo procedente de las almazaras que utilizan sistemas de extraccion
de aceite de oliva por centrifugacién de dos fases. La composicién de este residuo es
variable, ya que depende del tipo de cultivo, condiciones atmosféricas, forma de
procesamiento. La produccién de este residuo se encuentra entre los 3.500.000 y
4.000.000 de toneladas/afio (2). Su transporte y tratamiento resultan complicados
debido a su alta generacién y su elevada humedad, influyendo negativamente sobre el
medio. Actualmente el alperujo tiene distintas utilidades, tales como: residuo industrial,
material combustible, fertilizante o complemento en alimentacién animal, pero debido
a su composicion su aprovechamiento es muy reducido (3),(4).

Unicamente el 2% de los compuestos fendlicos se tranfieren al aceite durante la
extraccién, mientras que en el alperujo queda retenido el 98% restante (5). Esto explica
qgue el alperujo sea un subproducto rico en compuestos fendlicos, tales como el
hidroxitirosol, tirosol, y oleuropeina (6). Los compuestos fendlicos o polifenoles son
ampliamente conocidos ya que poseen efectos beneficiosos para la salud, debido a sus
propiedades antioxidantes y cardioprotectoras (3),(7),(8). El uso del alperujo como
materia prima no solo contribuye a superar el problema ambiental que este residuo
ocasiona (7), si no que también es una fuente barata de antioxidantes naturales con
concentraciones de hasta 100 veces mayores que en el aceite de oliva extra (1). Por todo
lo anterior, existe gran interés comercial en la venta de un posible extracto.

Los métodos de extraccidon de polifenoles a partir del alperujo descritos en la bibliografia
corresponden generalmente a técnicas de extraccidon convencionales sélido-liquido
cuyos inconvenientes generales son el largo tiempo de extraccion y la baja riqueza del
producto obtenido. Se describe tambien el uso de procesos hidrotermales y
extracciones de alta presion- alta temperatura (HPHT) (3). Con estos métodos se
aumentan las concentraciones de polifenoles en el extracto final, pero se produce la
degradacion de polifenoles con valiosas propiedades bioactivas (9). Debido a estos
resultados, se incentivd la realizacion de estudios de métodos alternativos de
extraccién. Uno de ellos ha sido el uso de técnicas de extraccion asistidas por
microondas (MAE). Existen pocas referencias bibliograficas sobre este método, aunque
algunos autores ponen de manifiesto el incremento de contenido fendlico del extracto
y la reduccién de los tiempos de operacion. La radiacién de microondas irrumpe en la
estructura sélida de la materia prima, facilitando la fuga de compuestos activos,
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mejorando el rendimiento de la extraccion (8). Por ello, este trabajo propone la
realizacion de un pretratamiento MAE corto, como complemento a la extraccién
convencional, en lugar de un proceso de extraccién MAE completo. Un pretratamiento
de bajo tiempo de residencia permite la irradiacién del material de forma homogénea
en un microondas de tamano razonable. Se produce una intensificacion de energia,
provocando el aumento brusco de la temperatura durante el pretratamiento, pero
debido a su corta duracién se evita la degradacion de los compuestos fenélicos
acelerando su extraccion (9). Tras esto, se continua la extraccién mediante la técnica
convencional.

A la hora de medir la eficiencia del método se consideran dos pardametros, el
rendimiento y la riqueza del extracto final. La mejora de la extraccidn tiene que ser en
cantidad de producto (rendimiento), y en calidad (riqueza del extracto final). Cuando se
realizan las extracciones, se extraen otras sustancias (azUcares y fibras) que deprecian
el valor del producto final. Se entiende como riqueza fendlica la concentracién de
compuestos activos en el extracto final. Se expresa en base seca ya que el extracto se
comercializa en ese estado para asegurar su estabilidad (10). Es un parametro crucial
para la comercializacién de un producto, ya que a mayor riqueza mayor valor tendra en
el mercado.

En resumen, la valorizacion de estos residuos, provocarian beneficios al sector
agroalimentario, aumentando la rentabilidad del cultivo del olivar, almazaras y orujeras.
Esta posible comercializacion de compuestos bioactivos del alperujo posibilitara la
creacion de nuevos mercados de productos quimicos y biolégicos (11).

1.2. OBIJETIVOS

El presente Trabajo Fin de Master forma parte del estudio llevado a cabo por el grupo
de investigacion Alta Presidn perteneciente al Departamento de Ingenieria Quimica y
Tecnologia del Medio Ambiente de la Universidad de Valladolid, Espaiia.

El propdsito general de este trabajo es el analisis de la influencia de las técnicas de
extraccién asistida por microondas (MAE) utilizadas como pretratamientos en
extracciones convencionales sélido-liquido.

Para lograr este objetivo general, se perseguiran los siguientes objetivos especificos.

e Optimizar la extraccidn convencional sélido-liquido, analizando sobre el
rendimiento de extraccidn la influencia de las principales variables de operacidn:
proporcion producto/disolvente, concentracién del disolvente y tiempo de
tratamiento.

e Analizar los rendimientos de extraccién y la riqueza de los extractos obtenidos
para cada una de las extracciones realizadas.

e Caracterizar la composicion fendlica de los extractos obtenidos mediante
cromatografia liquida de alta resolucion.

Extraccion MAE de polifenoles del alperujo 4
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CAPITULO 2. ESTADO DEL ARTE

2.1 EL SECTOR DEL ACEITE DE OLIVA EN ESPANA

La industria del aceite de oliva es muy importante en el Mediterraneo. Espafia es el pais
con mayor superficie destinada al cultivo del olivar y, por lo tanto, a la produccion del
aceite de oliva. Se encuentra seguido de lItalia, Grecia, Turquia, Siria y TUnez, aunque
otros paises como Australia, Argentina y Sudafrica son actualmente productores
emergentes debido al cultivo intensivo del olivo (12).

Evolucidn de la superficie de Aceituna de
Almazara en Espaiia (ha)
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Figura 1. Representacion grdfica de la evolucion de la superficie de Almazara en Espafia.

Segun las estadisticas agrarias realizadas en 2016, Espafia tiene una superficie dedicada
al cultivo de aproximadamente 2.623.156 hectareas, de las cuales 2.470.811 hectareas
estan destinadas a la aceituna de almazaras (2). En la Figura 1, se observa la evolucién
gue ha seguido la superficie del olivar destinado a almazara en Espana desde la camparia
2007/2008 hasta la campafia 2012/2013.

En la peninsula, es el segundo cultivo en extensidn, después de los cereales, y esta
presente en 34 de las 50 provincias espafiolas, destacando la Comunidad Andaluza
donde se concentra el 62% de la superficie de olivar y un 82% de la produccién espafiola.
A modo de ejemplo, Jaén produce el 50% del total nacional y el 20% del total mundial
(13).

En la Figura 2, se muestra la produccién de aceite en las campafias anteriormente
mencionadas, batiéndose un récord en la campafia 2011/2012 con 1,6 millones de
toneladas, mientras que en la campafa de 2012/2013 hubo un decremento en la
produccién por el caracter vecero del cultivo del olivar. Aunque cabe destacar que en el
ultimo decenio la produccion media incrementd en un 23% respecto al anterior periodo,
que fue de 986.654 t (14). Otro dato a destacar es la produccion obtenida en la cosecha
de la campafia 2013/2014 y del 2014/2015 que fue de 3.27 millones y 2,39 millones de
toneladas respectivamente, lo que supuso un aumento en la produccién respecto a aiios
anteriores.
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Evolucion de la produccion de Aceite de Oliva
en Espafia (t)
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Figura 2. Representacion grdfica de la evolucidon de la produccion de aceite de oliva en Espafia

En cuanto a la produccién de aceite de oliva, representa aproximadamente el 60% de la
produccién de la Unién Europeay el 45% de la mundial. Por todo ello, queda constancia
que el sector del aceite en Espafia es uno de los principales promotores
socioecondmicos (15).

2.2 METODOS DE EXTRACCION DEL ACEITE DE OLIVA

Con el paso de los afios, gracias a los avances tecnoldgicos, los sistemas de extraccidn
de aceite de oliva han ido mejorandose progresivamente. Inicialmente se utilizé el
sistema de prensado clasico, cuyo funcionamiento estaba basado en la utilizacion de un
molino de rulos y una decantacién para la separacién de las distintas fases (11).

En los afios 70, el prensado clasico fue sustituido por el sistema de extraccién centrifugo
de tres fases. En este sistema se incorpora la masa en el decantador centrifugo
horizontal junto con agua proveniente del exterior para fluidificar la pasta y hacerla girar
a alta velocidad. Se produce la separacion por diferencia de densidad de distintas fases:
una liquida oleosa denominada aceite, otra liquida acuosa denominada alpechin, y por
ultimo una fase sdlida denominada orujo con una humedad aproximada del 45 %,
formado por la pulpa, hueso y piel de la aceituna (16). El alpechin es una mezcla de aguas
de vegetacién de la aceituna junto con agua incorporado en el proceso. Los
componentes del sistema de tres fases son el molino triturador, batidora, decantador
centrifugo horizontal y separadoras verticales de aceite y alpechin (17).

La centrifugacion de tres fases presentd muchas ventajas en comparacién con el
prensado clasico, pero generd a su vez, grandes inconvenientes ya que se producia un
aumento de consumo de agua y energia junto con la produccién de aguas
contaminantes (alpechin) en torno a 1,25 litros de alpechin por cada kg de aceituna (12).

A principios de los afios 90 se implanté un nuevo sistema de extraccion de aceite de oliva
mediante centrifugas de dos fases que redujo en un 75% la proporcion de residuos.
Gracias a este sistema no se precisa la incorporacidn de agua del exterior para fluidificar
la pasta de aceituna, por lo que se disminuye considerablemente el volumen de alpechin
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generado (0,25 L de efluentes liquidos / kg de aceitunas procesadas frente a 1,24 L de
efluentes liquidos / kg de aceitunas procesadas en la centrifugacion de tres fases (18).
Tras la centrifugacion se produce una fase oleosa y un residuo sélido de alto porcentaje
de humedad conocido como alperujo. Por otro lado, se aumenta la calidad del aceite de
oliva extraido ya que el contenido de polifenoles que permanece en él aumenta un 1%
en relacidn con la centrifugacién de tres fases (19).

En la siguiente figura se muestra un esquema de los principales procesos realizados en
una extraccién de aceite de oliva de dos fases, sus componentes principales son: el
molino triturador, batidora, decantador centrifugo horizontal y separadores verticales
de aceite (17). Gracias a este sistema de centrifugacién se han solucionado las
dificultades que presentaban las almazaras frente a los vertidos de alpechin, ya que
causaban grandes problemas ambientales debido a la alta demanda quimica de oxigeno
y sus efectos antimicrobianos y fitotéxicos.

Centrifugacion Dos Fases

Acejtunas

Agua .
» Lavado (fria)

{

Maolienda y Botido

4

Centrifugacion Alperujo
(Decantador 2 fases)
a de | 4 Agua sucia
gua de lovado
Lavado de aceite —
EEE—

v

Aceite de oliva

Figura 3. Sistema de extraccion de Dos fases (18)

El sistema de extraccion de dos fases presenta las siguientes ventajas e inconvenientes
en relacion con el sistema de extraccion de tres fases (12):

e Ventajas:

— Construccién de centrifuga mas sencilla, menor coste.

— No se producen problemas técnicos asociados a la mezcla de agua y
aceite debido a la precipitacién de compuestos que se depositan
formando una capa en la centrifuga.
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— Mayor rendimiento en relacion a la cantidad de materia prima
introducida, menor consumo de energia, debido a que se debe procesar
un menor volumen de materia (no se afiade agua).

— Menores costes operacionales, requiere menor cantidad de agua.

— Mejor calidad del aceite producido, mejor estabilidad frente a la
oxidacién y caracteristicas organolépticas.

e |nconvenientes:

— El residuo producido, alperujo dobla la cantidad de residuo solido
generado en el sistema de tres fases.

— El contenido de humedad del alperujo 55- 70%, dificulta su transporte y
su almacenamiento.

— La composicidn del alperujo, con gran carga organica, rico en grasas y
compuestos fendlicos, cuyos tratamientos son mds caros que los
realizados a los residuos del sistema de tres fases.

Los rendimientos industriales de separacidn de fases, tanto para el orujo en el proceso
de tres fases como del alperujo en dos fases no son del 100%, extrayéndose después
mediante procesos quimicos que originan un aceite que no es dptimo para el consumo
humano (18). Estos rendimientos dependeran de infinidad de factores, desde la
naturaleza de la materia prima, proceso maquinaria utilizada, etc.

Hoy en dia, en Espafia en torno al 90 % de los procesos productivos de aceite de oliva se
realizan a partir del sistema de extraccién de dos fases, obteniéndose aproximadamente
80 toneladas de alperujo por cada 100 toneladas de aceitunas extraidas (20), (21), (22).
La produccion de residuo alperujo en Andalucia obtenidos en la ultima década se
encuentra entre 3.500.000 y 4.000.000 toneladas/afio (14). Se trata de un dato
alarmante ya que el alperujo presenta una consistencia con alta humedad por lo tanto
se requieren una infraestructura completamente distinta a la utilizada para el
tratamiento de los residuos generados por la extraccion de tres fases.

2.3 ALPERUJO

2.3.1 Composicion del Alperujo

El alperujo, también denominado alpeorujo, es un residuo procedente de las almazaras
gue utilizan sistemas de extraccidon de aceite con decantador de dos fases. Tiene una
composicion variable, dependiendo del tipo de oliva, tipo de suelo de cultivo, tiempo de
cosecha y la forma de procesamiento (23).

Se trata de un residuo semi-sélido formado por pequeiios fragmentos de hueso de
aceituna triturada (15% p/p), pulpa de aceituna (20% p/p) y agua (65% p/p), con un pH
ligeramente acido con fuerte olor (24). La materia organica presente en el alperujo se
compone de lignina, hemicelulosa y celulosa, y constituyen el 39%, 30% y 23% del total
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de materia organica. Otros componentes organicos del alperujo son las grasas (11%),
proteinas (7%), carbohidratos solubles (manitol, sacarosa y fructosa, 12%, en base seca)
y compuestos fendlicos (1.4%, en base seca)(25).

En la siguiente tabla se muestra la composicion quimica del alperujo, obtenido de
sistemas de extraccién de dos fases (26).

Parametro Rango
55,6 —74,5
4,89 — 6,45
0,88 — 4,76
28,2-72,9
60.3 —98.5

7,0-18,4

10.16 — 48.03
19.8-47.5
15.3-38.7
17.3-33.7

3.76 - 18
6.7-7.2
12,9-164,0
6,2—-23,9

Tabla 1. Composicion quimica del alperujo (16).

Debido a su elevada humedad, su bajo contenido en aceite y la necesidad de secado, no
resulta interesante realizar extracciones secundarias (27). Su alto contenido en lignina
dificulta su degradacién bacteriana. El cardcter téxico del alperujo, reside en su
concentracion de compuestos fendlicos (11), (28) y como se ha comentado
anteriormente, y debido a que se trata de un residuo de textura pastosa obtenido en
grandes volumenes y alto potencial contaminante, su eliminacién genera grandes
problemas medioambientales y econdmicos su eliminacion (7).

2.3.2 Uso y aprovechamiento del alperujo

Desde hace mas de cinco décadas se han realizado estudios para encontrar una solucion
para eliminar los residuos de la industria del aceite de oliva (29). La doble naturaleza de
este tipo de residuos (recurso que puede ser reciclado y vertido contaminante) provoca
diferencias entre grupos de investigacion a la hora de tratarlo para su revalorizacion.

A continuacion, se describen algunos de los usos de este residuo, convirtiéndolo en un
subproducto del proceso de extraccion de aceite de oliva.
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— Compostaje de alperujo:

El alperujo se puede utilizar como abono de suelos agricolas, ya que se trata de un
proceso sencillo y barato para transformar los residuos organicos en fertilizantes (30).
Sin embargo, este residuo como quedé demostrado en gran cantidad de estudios (11),
no puede aplicar directamente sobre el suelo por los efectos fitotdxicos derivados de los
compuestos fendlicos que afectan a la estabilidad estructural del suelo. Este efecto se
soluciona realizando al alperujo un pretratamiento biolégico de fermentaciéon en
presencia de oxigeno gracias a microorganismos, con el que se obtiene alperujo con
ausencia de efectos fitotoxicos debido a la degradacién y/o polimerizacién de
compuestos fendlicos (31).

— Energia térmicay eléctrica

El alperujo seco y extractado se utiliza como combustible en las propias plantas
extractoras para la generacién de calor o electricidad. A la gran mayoria del alperujo se
le da este uso, ya que presenta un elevado poder calorifico (400kcal/kg). Sin embargo,
la mayor parte de la energia obtenida por la cogeneracion se utiliza para el secado del
alperujo, por lo que el rendimiento del proceso es bajo. Se esta exportando este residuo
a Reino Unido, donde se utiliza para alimentar las calderas de los sistemas de calefaccion
(32).

— Fermentacion en estado sélido

Se propuso utilizar el alperujo como alimento para el ganado, pero debido a su alta
proporcién de fibras de baja digestibilidad y a su baja concentraciéon de proteinas, se
recomendd utilizar suplementos proteinicos. Gracias al proceso de fermentacion sélida
se consiguié aumentar el valor nutricional de los residuos vegetales (12).

— Extraccién de compuestos valiosos

El alperujo posee compuestos de interés para la industria farmacéutica, cosmética y
alimentaria.

Se trata de un residuo muy rico en compuestos fendlicos ya que Unicamente el 2% de
los fenoles de la oliva son transferidos al aceite (7). Se puede utilizar en la produccién
de pectina, compuesto de gran interés en la industria alimentaria porque es utilizado
como agente estabilizante y emulsionante.

— Otras aplicaciones

Una de las posibles aplicaciones del alperujo, es la produccion de bioplasticos. Este
material se puede sintetizar mediante microorganismos bacterianos a partir de
cualquier residuo organico. Otra aplicacidon poco comun fue la utilizacion como material
adsorbente de metales pesados para depurar efluentes contaminados (12).
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2.3.3 Compuestos fendlicos en el alperujo.

Los compuestos fendlicos son compuestos bioactivos, que forman parte de un grupo de
sustancias ampliamente extendidas en el reino vegetal. Se encuentran presentes en
frutas y verduras, caracterizadas por tener un grupo fenol. Se han identificado mas de
ocho mil polifenoles distintos, pero los predominantes son los flavonoides, los acidos y
alcoholes fendlicos, los estilbenos y los lignanos.

Son los responsables del color brillante de muchas frutas y verduras, y actian sobre los
radicales libres que se produce en presencia de luz UV, contacto con el 02, con metales
previniendo su deterioro (3).

En la actualidad existen un gran nimero de articulos cientificos que demuestran las
actividades antioxidantes, cardioprotectoras, antimicrobianas, antihipertensivas,
anticancerigenas, y neuroprotectoras, que podrian utilizarse en las industrias
farmacéuticas, cosméticas y alimentaria (33).

En el aceite de oliva, los polifenoles contribuyen al sabor, al aroma y al color, y los mas
abundantes son el tirosol y el hidroxitirosol, seguidos del acido caféico y la oleuropeina.

El alperujo contiene el 98 % de los compuestos fendlicos totales de la oliva, (6) debido a
la moderada solubilidad de estos compuestos en el agua.

La composicidon de compuestos fendlicos del alperujo es muy variable, ya que depende
de muchos factores como la variedad de oliva, el estado de maduracidn, las condiciones
climdticas, y el proceso de extraccion (34). Como norma general, posee alta
concentracion en compuestos fendlicos tales como: oleuropeina, hidroxitirosol y tirosol.

La oleuropeina es un compuesto fendlico especifico de la oliva, que le ayuda a ser
resistente a los dafios de los insectos y otros factores (35). Durante la maduracién de la
oliva, el batido y formaciéon del alperujo, se produce la hidrdlisis de la oleuropeina,
dando lugar a sus componentes: oleuropeina aglicén, hidroxitirosol y acido elendlico
(36). Se le atribuye ser responsable del sabor amargo del aceite. Algunos de los efectos
asociados de este compuesto fendlico son los siguientes: prevencion cardiovascular, ya
gue reduce la presion arterial, inhibe la oxidacion del colesterol, antioxidante,
antiinflamatorio, anti-cancer (11), ya que inhibe el crecimiento de lineas celulares
tumorales, antimicrobiano, ya que dafa la pared bacteriana, protector de la piel,
antienvejecimiento, etc.

El hidroxitirosol es un alcohol fendlico, procede de la hidrdlisis de la oleuropeina, que se
genera a medida que el fruto va madurando, durante la molienda y batido de las
aceitunas en el proceso de elaboracién del aceite de oliva (37). Se ha demostrado que
este compuesto fendlico presenta una actividad antioxidante superior a la de otros
antioxidantes conocidos como la vitamina E (38). Presenta propiedades farmacolégicas
y una elevada actividad antioxidante, esta ultima debida tanto a un efecto quelante de
iones de metales, como a un efecto secuestrador de radicales libres. El hidroxitirosol, al
igual que la oleuropeina, presenta propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas
(agentes infecciosos del tracto intestinal y respiratorio (11). Otros estudios demostraron
sus efectos beneficiosos contra el cancer, enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas (39).

Extraccion MAE de polifenoles del alperujo 13



Capitulo 2. Estado del Arte
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Figura 4. Estructura quimica de Oleuropeina (1), Hidroxitirosol(2),(11)

Gracias a las caracteristicas del hidroxitirosol, su extracto puede comercializarse de
distintas formas. En la actualidad, algunas de ellas son:

— Nutracéutico

Las sustancias nutracéuticas son aquellas sustancias presentes en alimentos o partes del
alimento que proporcionan un beneficio para la salud, incluyendo la prevencion vy el
tratamiento de enfermedades. Por lo tanto, son productos que incluyen compuestos
bioactivos procedentes de los alimentos pero que se comercializan en forma
farmacéutica y contienen mayores concentraciones de las que contendria el alimento
del que proceden.

— Cosmeética

Estudios cientificos comprobaron que este compuesto fendlico actia sobre los radicales
libres, uno de los focos del envejecimiento, pudiéndose comercializar como compuesto
natural con agentes antioxidantes en cremas y geles (40).

— Alimentos funcionales con hidroxitirosol (40).

Son alimentos que ademas de su valor nutricional, poseen propiedades beneficiosas
para la salud humana. Esta molécula es soluble en solventes acuosos debido a su
caracter polar, por lo que, podria introducirse en el consumo diario a partir de leche,
zumos, salsas, etc.
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2.4 METODOS DE EXTRACCION DE POLIFENOLES

La extraccion de compuestos fendlicos es bastante compleja ya que depende de muchos
factores, tales como la naturaleza de la matriz que los contiene y la estructura quimica
del compuesto a extraer, por lo que para cada materia prima se debe optimizar un
proceso de extraccién especifico, debido a que no existe un método comin de
extraccion.

2.4.1 Extraccion convencional

Para lograr optimizar los métodos de extraccién, y por lo tanto maximizar su
rendimiento, hay que tener en cuenta diversos factores. Algunos de ellos son: el tipo de
disolvente, el pH del medio de extraccion, la temperatura de extraccién, al nimero de
pasos de extraccion, el volumen del disolvente, y el tamafio y forma de la particula (7).

Los métodos de extraccidon se pueden agrupar en dos grandes grupos: extraccién con
disolventes orgdnicos y extraccion en fase sélida (SPE, solid phase extraction).

La extraccidén con un disolvente orgdnico o mezclas acuosas de disolventes alcohdlicos
es el método mdas comun de extraccidn. Esta fundamentado en la transferencia de masa
desde la muestra al disolvente de extraccién segun la solubilidad del compuesto de
interés en el disolvente. Entre las distintas técnicas de extraccidon usadas destacan
técnicas convencionales como el soxhlet o la agitacién magnética (41). La extraccion en
fase soélida se basa en el uso de cartuchos con un relleno especifico que tienen afinidad
por los compuestos fendlicos de interés.

Sin embargo, los métodos de extraccion convencional presentan una serie de
inconvenientes como son el consumo elevado de disolventes, largos tiempos de
extraccién, bajo rendimiento debido a la degradacidn de los compuestos de interés, y
baja selectividad del proceso. Por ello, en la actualidad se estan realizando estudios de
nuevas técnicas de extraccidon, como la extraccion asistida por microondas, ultrasonidos,
o extraccion con fluidos supercriticos.

2.4.1.1 Extraccion convencional sdlido-liquido de los compuestos
fendlicos en el alperujo

El alperujo se trata del residuo mas importante en la extraccién de aceite por
centrifugaciéon de dos fases. Debido a su gran volumen genera un gran impacto
ambiental. Este residuo posee gran cantidad de compuestos fendlicos (42).

La extraccién mas habitual de los compuestos fendlicos del alperujo se realiza por
agitacion magnética, utilizando mezclas de disolventes etanol/agua y metanol/agua en
distintas relaciones S:L, dependiendo del tipo de compuesto de interés (8).
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Segun algunos autores (1), la optimizacion de este tipo de extraccidon se consigue con
una extraccién con metanol a 70 °C durante 12 horas, lo que atestigua la larga duracién
de este método.

En un estudio realizado por (18), se realizaron extracciones convencionales sdlido-
liguido, utilizando como disolvente agua mediante una relacién sélido-liquido (1:20,
p/v). Obtuvieron un porcentaje de fenoles solubles en agua de 1.5% del total de la
materia organica. Paini et al. (3), estudiaron la extracciéon de compuestos fendlicos del
alperujo a partir de un reactor agitado bajo condiciones de alta presion y temperatura.
Utilizaron etanol/agua, (50:50, v/v) como disolvente. Otros autores incluyeron
modificaciones a la extraccidn convencional, realizando extracciones a alta presién.
Segun estudios realizados por Aliakbarian et al.(7), utilizando este método de extraccion,
registraron el mayor rendimiento a 180 °C en un tiempo de extraccién de 90 minutos,
ya que superando este tiempo se produjo la degradacidn de los polifenoles.

Sin embargo, los métodos de extraccion convencional presentan una serie de
inconvenientes como son el consumo elevado de disolventes, y largos tiempos de
extraccién, bajo rendimiento debido a la degradacién de los compuestos de interés y
baja selectividad del proceso. Por ello, en la actualidad se estan realizando estudios de
nuevas técnicas de extraccidén, como la extraccion asistida por microondas, ultrasonidos,
o extraccién con fluidos supercriticos.

2.4.2 Extraccion asistida por microondas

Entre estas nuevas técnicas se encuentra la extraccién asistida por microondas
(MAE, Microwave Assisted Extraction). Las microondas son ondas electromagnéticas de
frecuencias entre 300 MHz y 300 GHz. Son radiaciones ionizantes que se caracterizan
por producir cambios en la vibracion de las moléculas por migracién de los iones y
rotacién de los dipolos sin modificar su estructura molecular.

La extraccion MAE, utiliza la energia del microondas para calentar disolventes en
contacto con muestras solidas y para dividir compuestos de interés de la muestra en el
disolvente. Esta técnica presenta grandes ventajas en comparativa con la extracciéon
convencional ya que puede reducir el tiempo de extraccion y el consumo de
disolventes (8).

Se utiliza para una amplia variedad de productos vegetales, ya que produce un
calentamiento tanto del disolvente como de la matriz vegetal de forma eficiente y
homogénea debido a la rotacion del dipolo del disolvente (43). La extraccién MAE, utiliza
la energia del microondas para calentar disolventes en contacto con muestras sélidas y
para recuperar compuestos de interés de la muestra en el disolvente. Esta técnica
presenta grandes ventajas en comparacion con la extraccidon convencional ya que puede
reducir el tiempo de extraccidon y el consumo de disolventes (8). La eficacia de este
proceso dependerd del disolvente utilizado en la extraccién, la muestra utilizada, los
compuestos a extraer y sus constantes dieléctricas.

La extraccion MAE, también se pueden utilizar como pretratamiento adicional a una
extraccién convencional, para suscitar un calentamiento selectivo y rapido del agua de
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la muestra, lo que produce un aumento de presion dentro de las células facilitando una
transferencia rapida de los compuestos de interés al disolvente de extraccidn. Si se
utilizan recipientes cerrados, se posibilita un calentamiento por encima del punto de
ebullicién del disolvente y se acelera la transferencia de masa de los compuestos de
interés (41). Sia dicho recipiente cerrado se le aplica vacio, la temperatura de ebullicion
del disolvente se aumentara sin poner en compromiso el volumen de disolvente
evaporado. Bajo estas lineas se muestra el estudio tedrico que avala la afirmacién
anterior.

Se representa a modo esquematico el recipiente donde se ejecutara el pretratamiento
MAE presurizado (Figura 5).

En donde:

— V;:volumen total del recipiente.

— V,°: volumen ocupado por la masa de alperujo.

—  V4;°: volumen de disolvente etanol/agua al 50%. N,

—  V,°: volumen de nitrégeno inicial.

— Vg4e: volumen de disolvente evaporado en el
proceso. V,

=

\\\\\\\\\\\ Vau

Se conocen los siguientes datos de partida: / / Vs
Presién de carga del nitrégeno (P°).

Volumen inicial del disolvente (V,°).

Volumen de la carga de alperujo (I/;°). ALPERUIO v,

Presién final del pretratamiento (P). \ / |

Figura 5.Esquema bdsico del recipiente utilizado
en la extraccion con pretratamiento MAE.

Se realiza el balance al volumen del recipiente (V;), el cual se va a mantener constante
durante toda la experimentacion. En el instante inicial:

Ve =V + V° + 1,0 Ec(1)

,dénde V,° es el volumen inicial de la carga de alperujo, V;° es el volumen del disolvente
inicial y V,,° es el volumen inicial ocupado por el gas nitrégeno.

Teniendo en cuenta la ley de los gases ideales (pV=nRT):

n,°*R=*T° Ec.(2)

Ve =V, +V,° po
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, donde n,,° son los moles iniciales del nitrégeno, T° es la temperatura inicial (293K) , R
es la constante universal de los gases y P° es la presion inicial de carga del nitrégeno.

Despejando de la ecuacidn [0.2] los moles de nitrédgeno cargados inicialmente:

P (V= V2 - V) Ec(3)
N R*T°

n,°

Una vez realizado el pretratamiento MAE presurizado, la irradiacién de calor provoca la
evaporacion de ciertos moles de disolvente. Por lo tanto, si se realiza un balance al
volumen del recipiente en el momento final, considerando que el volumen ocupado por
el alperujo en el recipiente ( V) permanece constante:

RxT Ec.(4)
P

Vei=Va+ (Vdo - Vde) + (nno + nde) *

, donde V;, es el volumen de disolvente liquido evaporado tras el pretratamiento por
microondas, n,, el numero de moles correspondientes a ese disolvente evaporado, y
por ultimo P, T corresponden a la presién y temperatura alcanzada al final del
pretratamiento.

El volumen ocupado por el disolvente evaporado (V;,), pasa a ser ocupado por el gas:

_ (nge * Mwy) Ec(5)

Vo, =
ae Pa

, donde Mw, es la masa molecular del disolvente y p; su densidad.

Como se evapora muy poco disolvente, se admite comportamiento de compuesto puro,
ya que su composicién apenas varia en la fase liquida. Su presién de vapor (P;), serd una
funcién de la temperatura:

Py = f(T) £ 6)
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La ecuacidn correspondiente se obtiene a partir de los valores de P, a diferentes
temperaturas, obtenidas con el software “Aspen Plus” para mezclas etanol/agua,
(50:50, v/v). En el Anexo 1, se encuentran los valores de la presiéon de vapor de
disoluciones etanol/agua, (50:50, v/v) calculados, y su correlacién con la ecuacion de
Antoine.

In P, = 4,592422 — —22>7 w7
Hha =% 0,971451 + T
,dénde P; = [bar],y T = [° C].
Ley de Dalton:
Pd=Yd*P EC(8)

, donde Y, es la fraccién molar del disolvente en el vapor.

La fraccion molar de disolvente en el vapor:

Y, = Nge Ec.(9)
d Nn,° + Nge

La resolucion del sistema no es explicita, por lo que se debe resolver por medio de un
proceso iterativo. Primeramente, se fija una presion final (P), y a continuacién se supone
un valor para la temperatura final del pretratamiento (T). A partir de la ecuacién [7] se
calcula la presién de vapor del disolvente (P;). Seguidamente se obtiene la fraccion
molar (Y;) del mismo con ayuda de la ley de Dalton Ec. [8]. Utilizando la ecuacidn [9] se
obtiene el nimero de moles de disolvente evaporado (n4.) en el pretratamiento. El
volumen ocupado por el disolvente (V,;,.) se determina por medio de la ecuacidn [5] y
finalmente con la ayuda de la ecuacidn [4] se calcula el volumen total del recipiente.
Este valor se compara con el volumen real del recipiente para determinar cuando el
calculo iterativo se da por finalizado.

Si volumen calculado no coincide con el real, se vuelven a realizar los cdlculos anteriores
suponiendo otra temperatura final de pretratamiento (Figura 6). Estos calculos se
encuentran recogidos en el Anexo 1.
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Fijar:
P
/ Suponer:
£ T /
Ec. (7)
Py
i Ec. (8)
Ya
Ec. (9)
Nge
L Ec. (5)
Vd_e
Ec. (4)
Vt calc
NO

iVicalec =V, dato?

Figura 6. Método iterativo de resolucion.

En la Figura 7 se muestran las distintas temperaturas de ebullicion del disolvente en
funcién de la presidn final alcanzada. Si el proceso se iniciase con una presién de una
atmosfera, tras el pretratamiento realizado (3,5 atm) la temperatura de ebullicion del
disolvente seria 103°C aproximadamente. Si antes de realizar el pretratamiento, se le
aplicase un vacio al recipiente para alcanzar una presién inicial de 0.2 atmosferas, para
la misma presion final de 3,5 atmdsferas se elevaria la temperatura de ebullicién del
disolvente a 114 °C.

El aumento de la temperatura de ebullicién del disolvente con la presién, sumado al
hecho de que el volumen total de disolvente evaporado durante el pretratamiento para
distintas presiones iniciales es muy similar (Figura 8), hacen interesante el uso del vacio
en el pretratamiento por microondas MAE, ya que permite alcanzar temperaturas mas
elevadas para un mismo valor de la presidn final.
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Figura 7. Grdfico de temperaturas de ebullicion para distintas presiones iniciales.
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Figura 8. Grdfica de evolucion del disolvente evaporado frente a la temperatura alcanzada
para distintas presiones iniciales.
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2.4.2.1 Extraccion MAE de los compuestos fendlicos del alperujo.

Hoy en dia no existen muchos estudios documentados, sobre este tipo de extraccién en
el alperujo, ya que se trata de una técnica relativamente novedosa. Diversos estudios
muestran que el hidroxitirosol es uno de los principales fenoles detectados en el
alperujo (44).

El estudio realizado por Perez-Serradilla et al. (8), consistiéo en mezclar 2 g de muestra
con 6 ml de metanol/agua (80:20, v/v) y 9 ml de n-hexano. Tras una lixiviacion (14
minutos de radiacién microondas a 200 W), el extracto se centrifugd a 4000 rpom durante
5 min para minimizar el espesor de la interfase y separar las particulas en suspension.
Los resultaron demostraron el aumento del rendimiento respecto a una extraccion
convencional.

Estudios realizados por Kong Wei-bao et al. (45), demostraron que el contenido de
polifenoles extraidos por medio de técnicas MAE era superior al 18-38% en comparacion
con métodos de extraccidon convencional con disolvente. Para la realizacion de este
estudio utilizaron como disolvente etanol/agua (60:40, v/v), una proporcion de sélido a
liquido 1:20 (p/v), potencia MW 300 W, y un tiempo de extraccidon de 3 minutos.

Extraccién MAE de polifenoles del alperujo 22



CAPITULO 3.

MATERIALES Y METODOS

23



24



Capitulo 3. Materiales y Métodos

CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIA PRIMA

La materia prima utilizada en el presente trabajo ha sido alperujo Figura 9, proveniente
de la almazara OLIDUERO pertenecientes a la bodega “EMINA” del Grupo Matarromera
(Medina del Campo - Valladolid, Espaia). La variedad de olivas utilizada por el Grupo
Matarromera es, en su totalidad, Arbequina.

El alperujo se suministré congelado a unos -18°C en un Unico recipiente el cual contenia
aproximadamente 900 gramos. Para agilizar la realizacion de los experimentos
posteriores, fue necesario repartir el alperujo en distintos recipientes individuales, cada
uno de ellos con una cantidad aproximada de 30 gramos, por lo que se descongelé
parcialmente el alperujo para su reparticién. Una vez distribuido se introdujeron todos
los recipientes inmediatamente en un congelador a 18°C con gas inerte nitrogeno para
evitar de esta manera cualquier tipo de degradacion. En la Figura 10 se muestra el
estado en el que se encontraba la materia prima original de partida.

A

Figura 10. Alperujo, estado original tras
extraccion de aceite (35).

Figura 9. Estado del alperujo tras su
entrega en recipiente, variedad Arbequina.

3.2 REACTIVOS Y SOLVENTES

En la siguiente tabla se resumen los principales reactivos y solventes utilizados en el
presente trabajo, asi como su pureza y procedencia.

Reactivo/ Solvente Pureza / Concentracién Suministrador
Solucidn de Carbonato de Sodio | 20% p/v, saturado Panreac
(Na2Cco3)

Etanol Absoluto - Panreac
Reactivo Folin - Ciocalteu 2M Panreac
Acido Gélico >97,5% Sigma
Dimetilsulfoxido (DMSO) >99,9 % Sigma

Extraccion MAE de polifenoles del alperujo

25




Capitulo 3. Materiales y Métodos

Agua Milli-Q - -

Agua Destilada Tipo Il -- -

Tabla 2: Reactivos y solventes utilizados.

3.3 DISPOSITIVOS Y MATERIALES UTILIZADOS

A continuacién, se enumeran los equipos utilizados mas significativos:

— Microondas CEM Discover SP.

— Espectrofotémetro modelo UV-2550, SHIMADZU.

— Cromatografia liquida de alta resolucion: Sistema ALLIANCE HPLC, mddulos de
separacion Waters e2695, Detector Waters 2414, columna Base Silica Mediterranea,
Teknokroma.

— Balanza analitica digital con precisién 4 decimales (0.0001g): Adventurer pro, OHAUS.

— Placa calefactora y agitadora magnética: RTC Clasic, IKA.

— Agitador vértex: SA3, Stuart.

— Estufa.

— Centrifuga.

3.4 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL DE EXTRACCION DE COMPUESTOS
FENOLICOS

Se han realizado distintas extracciones de compuestos fendlicos. En el siguiente
esquema se resumen las extracciones realizadas. Se han comparado extracciones
convencionales, con extracciones convencionales sometidas a distintos pretratamientos
térmicos por medio del uso de microondas.

Extraccion
NO Pretatamiento convencional
Solido-Liquido
J
Extraccion de - ~ p
compuestos Extraccion
fendlicos SFME convencional
Sélido-Liquido
_ ) | J
S| Pretratamiento e .
Extraccion
MAE Presurizado convencional
Solido-Liquido
| J

Figura 11: Esquema de los distintos procesos de extraccion realizados con alperujo.
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3.4.1 Procedimiento de extraccion convencional Sélido-Liquido

En la extraccién de compuestos fendlicos convencional Sélido-Liquido a 70 °C se ha
utilizado como disolvente etanol/agua, (50:50, v/v), utilizando agua tipo Il para su
constitucién. Se estudiaron las siguientes relaciones soélido:liquido (S:L): 1:1, 1:2, 1:5,
1:20, 3:100, 1:100 (p/v).

En la siguiente tabla se muestra un resumen del estudio preliminar que se llevé a cabo
para determinar la relacién soélido:liquido (S:L) éptima a utilizar en el proceso de
extraccién convencional. Se compararon los distintos rendimientos (n) obtenidos en un
tiempo de extracciéon de 180 minutos.

Relacién S:L (p/v) n en t=180 min (mg GAE/g alperujo seco)

14,55 + 0,66
20,37 * 2,73
30,26 + 1,65
29,33 * 1,73
28,82 + 0,74

Tabla 3.Estudio preliminar para la determinacion de S:L optima.

Se observé que segun se incrementé la cantidad de disolvente aumenté el rendimiento,
pero a partir de una relacion S:L 1:5 no se produjo un aumento significativo del
rendimiento de extraccién a tiempo 180 minutos. Por lo que se eligid para el estudio
una relacién S:L 1:5, ya que si se utilizan otras relaciones S:L tales como 1:20 o 3:100 se
obtienen rendimientos similares, pero aumenta el coste de extraccion debido a la
necesidad de mayores cantidades de disolvente.

El procedimiento experimental se basé en el método descrito por Alvarez et al. (10), con
modificaciones tanto en la temperatura de extraccién como en el tiempo de extraccion
para adecuarlo al alperujo.

Con el paso del tiempo se optimizd el proceso experimental inicial, hasta llegar al
proceso experimental de extracciéon convencional (CONV) que se detalla a continuacion:

1. Primeramente, se prepard un bano a 70 °C con agitacién a 700 rpm por medio
de una placa calefactora y agitadora magnética, un vaso de precipitados, y una
barra de agitacién magnética.

2. Se afiadieron 85 ml de disolvente, a un matraz redondo (denominado

matraz 1), junto con una barra de agitacion magnética.
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3. Antes de proceder al cierre del matraz por medio de un tapén (Figura 12), se
arrastré el aire que pudiese contener el matraz utilizando un flujo continuo de
un gas inerte (nitrégeno), durante unos segundos para minimizar la posible
oxidacion de los polifenoles.

4. Acontinuacién, se introdujo en el bafio preparado con anterioridad el conjunto
soporte + matraz 1 + aro estabilizador (Figura 12) para que de esta forma el
disolvente, antes de iniciar el proceso de extraccidn, alcanzase la temperatura
del bafio y aumentase la velocidad del proceso experimental.

5. Seguidamente, se pesaron 17 g de alperujo y se introdujeron en otro matraz
redondo (matraz 2). Por el mismo motivo de antes, previamente al cierre del
matraz se arrastré el aire de su interior por medio de gas inerte (nitrégeno).

6. Cuando el disolvente alcanzé la temperatura del bafio (70 °C), se vertié en el
matraz 2, que contiene la materia prima. Es en este punto donde se inicia la
extraccion fendlica, por lo que se tomd la primera muestra en este momento,
nada mas anadir el disolvente y tras una agitacién de unos segundos, con el fin
de determinar la cantidad de polifenoles inicialmente libres.

7. Inmediatamente después de tomar la primera muestra del experimento, se
elimind el aire que hubiese podido entrar en el matraz durante esta primera
toma de muestra por medio de nitrégeno y se cerrd el matraz.

8. Elmatrazseintrodujo nuevamente en el bafio para continuar con la extraccién.
El proceso completo tuvo una duracion aproximada de 180 minutos, y durante
este tiempo se extrajeron un total de seis muestras a tiempos parciales: 10,20,
40, 90 y 180 minutos respectivamente.

9. Cada uno de los extractos fendlicos se filtrd con un filtro de jeringuilla de
celulosa regenerada de 0.45 um y se almacend en un tubo de eppendorf. El

residuo sdlido recogido en el filtro se descartd.

10. Las muestras obtenidas se enfriaron rapidamente en un bano de hielos y se
introdujeron para su posterior andlisis en el congelador.
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Figura 12. Equipo utilizado en extraccién convencional.

(1: placa calefactora y agitadora magnética, 2: Recipiente
para bafio, 3: Barra de agitacion magnética, 4: soporte,
5: matraz, 6: aro estabilizador, 7: tapdn, 8: cubierta de papel
de aluminio, 9: sensor de temperatura).

En la siguiente pdgina se muestra el ejemplo de la ficha de procedimiento de un
experimento genérico, utilizada en el desarrollo de una extraccién convencional sélido-
liquido (Figura 13). Como se puede observar se realiza el pesaje de los viales, ya que este
dato va a ser necesario a la hora de realizar el calculo del residuo o extracto seco.
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PROCEDIMIENTO Investigador: [*]
Extraccion convencional Fecha: [*]
Experimento numero: [*]
Disolvente: Etanol+agua % [Etanol Panreac, Agua tipo 2] [*]
Alpeorujo: Matarromera Febrero 2017 [*]
Temperatura EXTRACCION: °C [*]
Relacion solide/liquido = g/ml [*]

1. Encender placa calefactora colocando un vaso con agua a la temperatura programada, introducir iman de
agitacion | rpm)y cubrir dicho vaso con papel aluminio para mantener constante la temperatura. [*]

2. Seintroduce en un vial recubierto con papel de aluminio, el volumen de disolvente gue se va a utilizar para

la relacian solido/liquido de estudio: [*]
¢«  Volumen de disolvente = ml []
¢« Barrer con Nz [1]

3. Seintroducird en elvial un imén de agitacién y se cerrard con su tapdn correspondiente, una vez realizado
esto, se introduce en el bafio para que alcance la temperatura programada. []

4. Mientras se va calentando el vaso y el vial con el disolvente anterior se procede a medir la masa de alperujo
que se va a tratar, de acuerdo con la relacidn sélido liquido programada, y la masa de disolvente establecida
en el punto 1:

* masa aproximada de alpeorujo = g [calculado] []
* Masa recipiente = g []
*  Masa recipiente + alperujo = E [1]

5. Cuando ya ha alcanzado la temperatura se procede al cambio de viales introduciendo en el vial de la masa
de alperujo el disolvente calentado anteriormente y todo ello se introduce en el bafio, para que de esta
forma no se desperdicie la masa del mismo.

+  Masa recipiente después de echar el disolvente = g [1]
¢« Barrer con Nz []
+  Masa de disolvente = g [calculado] [1]

6. Se toman muestras a diferentes tiempos de extraccion, la primera nada mas agitar el alpeorujo en el
disolvente (t=0), segin el siguiente procedimiento:
*  Masa eppendorfvacio [*]
*+  Tomar la hora
*  Toma de muestra con jeringa + filtro en tubo eppendorf.
¢+ Barrer con Ma.
+  Pesareppendorf con muestra.
*  Se enfria la muestra y se introduce en el congelador.

[*] Preparar antes de empezar el experimento.

No. :n(ianprc::;.) Hora Eppendorf Vacio (g) [*! | Eppendorf +muestra (g) para un volumende:__  ml)[’]
_.00 | 0 00:00:00

_.01 | 10

_.02 | 20

_.03 | 40

_.04 | 90

_.05 | 180

Figura 13: Ficha de experimento de extraccion convencional.
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3.4.2 Pretratamiento térmico mediante microondas

A continuacidn, se describen los procedimientos seguidos en los pretratamientos
realizados al alperujo. Ambos siguieron el método propuesto por Alvarez. et al. (10) con
ligeras modificaciones. Como se observa en el esquema anterior (Figura 11), se
realizaron dos pretratamientos con microondas al alperujo antes de la etapa extraccién.
Se utilizé una unidad de microondas CEM Discover.

Cada uno de estos pretratamientos fueron:

e SFME (Solvent Free Microwave Extraction): en este pretratamiento se irradio al
alperujo libre de disolvente con una potencia de 300 W, a presidon atmosférica
hasta alcanzar una temperatura de 100°C.

e MAE.P (Microwave Assisted Extraction-Presurizado): se irradié a una mezcla de
alperujo-disolvente con relacidn S:Ligual a 1:5 con una potencia de 300 W en un
recipiente presurizado, hasta alcanzar una presién de 2.5barg, a fin de alcanzar
una temperatura superior a la normal de ebullicién del disolvente.

3.4.2.1 Extraccion con pretratamiento SFME

En este caso, la muestra de alperujo se sometid a un pretratamiento con microondas a
presion atmosférica (recipiente abierto). Para ello se irradid la materia prima tal y como
habia sido suministrada, sin adicionar ningun disolvente durante el pretratamiento. Tras
este pretratamiento se incorpord el disolvente y se realizé una extracciéon convencional
similar a la anteriormente descrita.

El procedimiento de extraccion con pretratamiento SFME llevado a cabo fue el siguiente:

1. Inicialmente, se preparé un bafio a 70 °C con agitacién propia a 700 rpm por
medio de una placa calefactora agitadora magnética, un vaso de precipitados,
y una barra de agitacién magnética.

2. Tras la introduccién de 85 ml de disolvente etanol/agua (50:50, v/v) en un
matraz (destinado a la extraccidn convencional sélido-liquido), se eliminé el
aire de su interior por medio de gas nitrégeno y posteriormente se cerrd con
un tapén. Este se introdujo en el bano para que el disolvente alcanzase la
temperatura del baio con la ayuda de los elementos descritos en la Figura 12
de la extraccion convencional.

3. Se pesaron 17 gramos de alperujo y se incorporaron al matraz destinado al
pretratamiento junto con una barra de agitacion magnética.
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10.

11.

12.

Una vez homogeneizada la muestra de alperujo, por medio de un agitador
magnético a 1200 rpm durante aproximadamente dos minutos, se introdujo el
matraz con la materia prima en el microondas.

El pretratamiento en el microondas se realizé utilizando las siguientes variables
de operacién: potencia constante de 300 W, agitacién en el propio microondas
con la ayuda de la barra de agitacion introducida con anterioridad en el matraz
y refrigeracion mediante flujo externo de aire a 2 barg.

El pretratamiento con microondas SFME finalizé cuando se alcanzaron
aproximadamente 100 °C. El control de temperatura fue posible ya que se
registr6 continuamente con un termémetro de fibra optica (FOTEMP 4,
OPTPcon GmbH).

Inmediatamente después del pretratamiento se enfrié el matraz por medio de
un bafio de hielos en un recipiente con agitacion propia, hasta alcanzar una
temperatura aproximadamente similar a la del bafio de la extraccion
convencional sélido-liquido.

Tras el enfriamiento, se incorpord el disolvente calentado en el bafo, en el
matraz utilizado en el pretratamiento. Es en este punto del experimento donde
se inicidé la extraccién convencional soélido-liquido y por tanto se tomoé la
primera muestra.

Siguiendo el procedimiento de extraccion convencional sdlido-liquido
anteriormente descrito, una vez tomada la primera muestra, a partir de gas
nitrogeno se elimind el aire que hubiese podido entrar tras la primera
extraccién y se cerrd el matraz para continuar con la extraccion dentro del
bafio.

Aligual que en la extraccion convencional sélido-liquido, el procedimiento tuvo
una duracién de 180 minutos, Al igual que en el experimento convencional, se
tomaron cinco muestras a mayores a los 10, 20, 40, 90 y 180 minutos tras el
inicio de la extraccion convencional.

Cada uno de los extractos obtenidos, se filtrdo con un filtro de jeringuilla de
celulosa regenerada de 0.45 um, se almacenaron en distintos eppendorfs y el
residuo sdlido recogido en el papel de filtro se descarto.

Por ultimo, se enfriaron las muestras mediante un bafio de hielos y se
introdujeron inmediatamente después en el congelador para su analisis
posterior.
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3.4.2.2 Extraccion con pretratamiento MAE presurizado

Se practicd una extraccion con pretratamiento a partir de una presurizacién asistida con
microondas. En la realizacidn del pretratamiento se utilizé un recipiente denominado
Q-tube, el cual puede soportar incrementos de presidn de hasta 4,1 bar. De esta manera
se aumenta la duracién del pretratamiento, ya que se alcanzan temperaturas superiores
a la temperatura normal de ebulliciéon de la mezcla etanol/agua (50:50, v/v) (80,2°C),
manteniendo disolvente en una fase liquida bajo presién. La explicacidon tedrica de este
hecho se detalld en el capitulo Estado del Arte.

Existe una clara diferencia entre este pretratamiento (MAE.P) y el anteriormente
descrito SFME ya que, aparte de la diferencia de temperatura alcanzada, en este caso se
introduce en el microondas el disolvente junto al alperujo, en lugar de introducirse
Unicamente la materia prima.

Se mantuvo la relacion S:L de 1:5, pero se redujo a 10 gramos la materia prima
introducida debido a las dimensiones del Q-Tube, ya que este recipiente no entraba en
su totalidad en el microondas y si se utilizaba la cantidad de masa de alperujo del resto
de extracciones no se aseguraba su pretratamiento en el Q-tube.

El procedimiento experimental de extracciéon que siguid en la extraccién con
pretratamiento MAE presurizado fue el siguiente:

1. Se preparé un bano a 70 °C con agitacidn propia a 700 rpm por medio de una
placa calefactora agitadora magnética, un vaso de precipitados, y una barra de
agitacién magnética.

2. Searrastro el aire que pudiese contener el Q-tube destinado al pretratamiento,
y el matraz destinado a la extraccién convencional sélido-liquido por medio de
nitrogeno y después se ha procedido a su cierre.

3. Se introdujo con la ayuda de los elementos descritos en la Figura 14 de la
extraccién convencional sélido-liquido, el matraz en el bafo para que alcanzase
su temperatura.

4. Se prepararon 50 ml de disolvente etanol/agua (50:50, v/v), pesado 10 gramos
de alperujo e introducido en el Q-tube con la ayuda de varios lavados de
disolvente. Seguidamente, se incorpord la barra de agitacion y eliminado el aire
gue pudiese contener por medio de gas nitrégeno. Una vez realizado lo descrito
anteriormente, se cerré el Q —Tube.

5. Tras una homogeneizacion de la muestra a 1200 rpm, durante
aproximadamente dos minutos, se cred un vacio (P = - 0.8 barg) en el Q-tube a
partir de una bomba conectada al conjunto que se muestra en la siguiente
figura, y tras esto se cerrd la valvula.
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Salida de

seguridad Mandmetro

Tapon para
presurizacién

Conexién a bomba
de vacio

Q-Tube Valvula

Figura 14. Equipo utilizado en el pretratamiento MAE presurizado.

6. Se introdujo el Q-Tube en el microondas cuyas variables de operacién fueron:
potencia constante de 300 W, refrigeracion apagada, y agitacidn activada.

7. El pretratamiento con microondas finalizé cuando se alcanzé en el Q-tube una
presion P = 2,5 barg. En este momento se midio la temperatura por medio del
uso de un termémetro infrarrojos.

8. Tras el pretratamiento MAE presurizado se enfrié el Q- Tube por medio de un
bafio de hielos en un recipiente con agitacién propia, hasta una presién de
P=-0,4 barg.

9. Enfriado el Q- Tube, se despresurizd, y se introdujo la muestra que contenia en
el matraz anteriormente calentado a la temperatura del bafio. Es en este punto
donde se tomo la primera muestra, y se inicié la extraccién convencional sélido-
liquido.

10. Tras la toma de la primera muestra se introdujo en el bafio el matraz cerrado
después de la eliminacion del aire que pudiese contener el matraz, por medio
de gas nitrégeno para continuar con la extraccion. Al igual que en los
experimentos anteriores, se tomaron cinco muestras a los 10, 20, 40, 90 y 180
minutos tras el inicio de la extraccién convencional.
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11. Las muestras resultantes, se filtraron con un filtro de jeringuilla de celulosa
regenerada de 0.45 um, se almacenaron en distintos eppendorfs y el residuo
solido recogido en el papel de filtro fue desechado.

12. Se enfriaron las muestras en un recipiente con agua con hielos y seguidamente
se introdujeron en el congelador para su analisis posterior.

En las siguientes pdginas se muestran los ejemplos de fichas de experimentos genéricos
utilizadas en el desarrollo de una extraccion de compuestos fendlicos, con
pretratamiento asistido con microondas a presidon atmosférica SFME y MAE presurizado
respectivamente. Simultdneamente a la toma de muestras en los distintos tiempos, se
realizo el pesaje de los eppendorfs para posteriormente calcular el extracto seco.
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Referencia: Exp. X
Fecha:xx/xx/Xxxx

Experimento a Pretratamiento MAE a Presion atmosférica
0. Arrastrar el aire con nitr6geno en matraz para extraccién convencional y en matraz destinado a
extraccion con microondas, cerrar ambos recipientes.
1. Preparar en probeta el disolvente utilizado =
Volumen de disolvente (ml) =

2. Preparar bano para extraccion convencional .
T2 bano (°C) =

4. Introducir en matraz para extraccion convencional el disolvente e introducir el conjunto
matraz/disolvente + aro estabilizador + soporte en el bano.

5. Pesar materia prima (alperujo) en matraz para el pretratamiento con microondas e introducir el iman agitador:

Masa de alperujo (g) =
Ratio S/L (p/v)

6. Homogeneizar la materia prima a 1200 rpm durante aproximadamente 2 minutos.
7. Conectar microondas con refrigeracion a P= 2barg

Inicio del pretratamiento ( h:m:s) =
Potencia del pretratamiento (W) =
Agitacion encendida

8. Introducir matraz abierto en el microondas y sonda de temperatura en el matraz.
9. Detener microondas cuando :

Tiempo total del pretratamiento ( h:m:s) =
Temperatura final alcanzada (°C) =

10. Enfriar matraz utilizado en el microondas con agua fria temperatura préxima a la temperatura del bafo
Tiempo final del pretratamiento y enfriamiento ( h:m:s) =

11. Introducir el disolvente previamente calentado a temperatura del bano en matraz del
pretratamiento y tomar a continuacion la primera muestra:
MOO Muestra a T=0 min: (‘h:m:s)
12. Tras este punto se inicia la extraccién convencional introduciendo el matraz en el bafio y obteniendo
muestra en los siguientes tiempos:

MO1 Muestra a t=10 min: (‘h:m:s)
MO02 Muestra a t=20 min: (h:m:s)
MO3 Muestra a t=40 min: (‘h:m:s)
MO04 Muestra a t=90 min: (h:m:s)
MO5 Muestra a t=180 min: (h:m:s)

Figura 15. Ficha genérica para la realizacion de extraccion con pretratamiento SFME.
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Referencia: Exp. X
Fecha:xx/xx/Xxxx

No ok

10.

11.

12.
13.
14.

Experimento a Pretratamiento MAE a Presion
Arrastrar el aire con nitr6geno en matraz de extraccion convencional y en celda Q-tube, cerrar ambos recipientes.
Preparar Bano para extr.convencional e introducir el conjunto: matraz, soporte y aro estabilizador.

T2 bano (°C) =

Pesar materia prima (alperujo) en vaso de precipitado:

Masa de alperujo (g) =

Preparar en probeta el disolvente utilizado =

Volumen de disolvente (ml) =
Ratio S/L (p/v) =

Arrastrar la masa de alperujo a la celda Q-tube con la ayuda de un embudo por medio de varios lavados de disolvent
Incorporar iman de agitacién en celda Q-tube.

Arrastrar el aire de Q-tube con nitrogeno y volver a cerrar el recipiente.

Realizar vacio en Qtube:

Presion (barg) =

Llevar la celda a microondas
Conectar microondas sin refrigeracion

Inicio del pretratamiento ( h:m:s) =
Potencia del pretratamiento (W) =
Agitacion encendida

Detener microondas cuando:

Tiempo total del pretratamiento: ( h:m:s)
Presion Final = bara = barg
Temperatura final alcanzada (°C) =

Enfriar con agua + hielo con agitacion interior, hasta llegar a la presion P= barg

Tiempo final del pretratamiento y
enfriamiento (h:m:s) =
Despresurizar
Introducir masa en matraz y tomar primera muestra, tras este punto se inicia la extraccién convencional

MOO Muestra a T=0 min: (h:m:s)
MO1 Muestra a t=10 min: (h:m:s)
MO02 Muestra a t=20 min: (h:m:s)
MO3 Muestra a t=40 min: (h:m:s)
MO4 Muestra a t=90 min: (h:m:s)
MO5 Muestra a t=180 min: (h:m:s)

Figura 16. Ficha genérica para la realizacion de extraccion con pretratamiento MAE presurizado.
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En las Figuras 17, 18, 19 se representan de forma esquematica el desarrollo de los tres
procesos: extraccidn convencional, con pretratamiento SFME y con pretratamiento
MAE.P, respectivamente. Se indica en cada uno de los desarrollos de las extracciones el
instante de la toma de muestras liquidas.

| COMNVEMNCIOMAL |

T(°c) 4
B imp
B5 ml disoly,
70°C
.0 0 20 40 20 18p t(min.)
COMWD COMWL 1 TR 2 COMNY.3 COMNY.4S COMNY.S
Figura 17. Grdfica representativa de una extraccion convencional.
FRETRATAMIEMTO SFME
T(°C) 4
100°C
%, [Ceman ]
%,
70°C
=
-3
-
. ti
-— &
. - t(min.)
2 O+t" 10+t 20+t 40+t 90+t 180+t
."" .‘ t ‘-\. ¥ t
SFME.D SEME.L SFMEZ2 SFME.3 SFME.4 SFME.S

Figura 18. Grdfica representativa de un pretratamiento SFME.
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PRETRATAMIENTO MAE.P |

T(*C) 'y
112,5°C |aprox.)
%
%
70°C
=
=
10 g mp.
B5 ml disalv
T
t.l
# t(min.)
2 0+t 10+t 20+t" 40+t G0+’ 180+t
-3 d 1 L] # &
MAE. PO MAE.P1MAE.FP2 MAEF3 MAE P2 MAE.PS

Figura 19. Grdfica representativa de un pretratamiento MAE.P.

En la extraccion convencional la primera muestra se tomoé al inicio del experimento, una
vez calentado el disolvente a 70 °C. Este punto se representa como CONV.0 a tiempo
cero minutos en la Figura 17.

En las extracciones con pretratamiento (SFME y MAE.P), la primera muestra liquida se
tomé en el inicio de la extraccidon convencional, tras el enfriamiento posterior al
pretratamiento, puntos (SFME.O y MAE.P.0) en las Figuras 18, 19. El tiempo se empezd
a contabilizar después de la etapa de homogeneizacion de la muestra. Por tanto, las
muestras se tomaron a un tiempo superior en comparacion con las muestras liquidas de
la extraccidon convencional. El tiempo de las etapas de pretratamiento y enfriamiento
depende de muchos factores, por lo que en la grafica se muestra como t’ debido a que
se midi6é de forma aproximada.
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3.5 DETERMINACION DE LA HUMEDAD

Para conocer la humedad del alperujo se llevd a cabo un procedimiento gravimétrico
indirecto por desecacion (46), el cual se repitid por triplicado para garantizar la
repetitividad del proceso:

Se colocaron aproximadamente 9 gramos de muestra humeda de alperujo, en un
recipiente de 11 gramos de peso (previamente secado en estufa a 105 °C durante 24
horas para que alcance peso constante). Se introdujo dicho recipiente con la muestra en
una estufa a 105 °C durante 24 horas. Posteriormente se introdujo dicha muestra en un
desecador que contenia gel de silice para que se enfriase. Y se realizé el pesaje de la
muestra.

El contenido de humedad (%) en se calculd con la siguiente ecuacién:

H(O/) _ (Vial+MH - Vial+Ms) « 100 EC.( 10)
0 (Vialyyy — Vialy)

, donde Vial,y es el peso en gramos del recipiente con la muestra hiumeda, Vial, ys
es el peso en gramos del recipiente con la muestra secada y Vials es el peso en gramos
del recipiente seco.

3.6 DETERMINACION DEL EXTRACTO SECO FENOLICO

Independientemente del tipo de extraccion y los pretratamientos aplicados al alperujo
realizé el siguiente procedimiento experimental gravimétrico para determinar la
cantidad de residuo seco que se encontraba en cada uno de los extractos fenélicos
obtenidos.

Se realizd la pesada de un vial de cristal vacio previamente secado en estufa a 105 °C
durante 24 horas, para que de esta manera alcanzase un peso constante. A
continuacion, se han depositado 500 pL con la ayuda de una pipeta en dicho recipiente
y se ha procedido a su pesaje, cuyo dato también se puede utilizar para el célculo de la
humedad del extracto. Seguidamente se introdujo dicho recipiente con los 500 pL de
extracto fendlico en una estufa a 105 °C durante 24 horas. Por Ultimo, se pesé el extracto
seco tras enfriarse en un desecador.

Como se observa el procedimiento para la determinacién del extracto seco fendlico es
exactamente igual que el procedimiento realizado para el calculo de la humedad del
alperujo, teniendo en cuenta que en este caso se utiliza el extracto fendlico obtenido de
la extraccién de compuestos fendlicos en vez del alperujo.
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El residuo seco (mg/I de extracto fendlico humedo) se calculd a partir de la siguiente
ecuacion:

RS MYextracto seco ] _ (Vial+Ms - Vials) Ec.(11)
0.005

Lextracto Humedo

,donde Vialy, es el peso en gramos del recipiente con el extracto fendlico secoy Vialg
es el peso en gramos del recipiente seco.

3.7 TECNICA ESPECTROFOTOMETRICA, DETERMINACION DEL CONTENIDO
DE COMPUESTOS FENOLICOS TOTALES

La concentracién de polifenoles totales de los extractos obtenidos se determiné por el
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (47).

Se basa en la reduccién en medio basico del reactivo Folin-Ciocalteu, (que contiene una
mezcla de dacidos fosfomolibdico y fosfowolfrdmico) por accidon de los compuestos
fendlicos. Debido a esto se forman éxidos de wolframio y molibdeno, cromdégenos de
color azul intenso que absorben la luz en una franja de 620 nm a 750 nm, siendo
proporcional este color al niUmero de grupos hidroxilo de la molécula (48).

La lectura de los datos se realizd a través de espectrofotometria a 765 nm
(espectrofotémetro Shimadzu UV / VIS), obteniéndose una medida proporcional a la
concentracion de compuestos fendlicos del extracto.

1. Preparacién de la muestra de extracto fendlico para cada extraccién, de un
determinado experimento:

a) Se prepararon tres soluciones de extracto fendlico de cada extraccién ya
gue se analizaron por triplicado. Se diluyeron 5000 uL de agua destilada
(milli- Q) con 1000 pL de extracto fendlico en eppendorfs. Las muestras
fueron homogeneizadas con la ayuda de un vértex y denominadas como
Réplica 1, Réplica 2 y Réplica 3 respectivamente.

2. Procedimiento para la determinacién de compuestos fendlicos de cada una de
las soluciones de extracto fendlico:

a) Se prepard un bafio a 40 °C, a partir de un vaso de precipitados, barra de
agitacién magnética, termdmetro, placa calefactora y agitadora
magnética. Se cubrid el bafio con papel de aluminio para que alcanzase
con mayor rapidez la temperatura designada.
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b) Para este método se prepard una muestra de referencia o muestra
Blanco, con la que se compararon el resto de muestras de extracto de
alperujo (muestra objeto de estudio):

I.  Muestra objeto de estudio:

— Sellevaron 40 pL de solucién de extracto fendlica a un tubo de
ensayo con 3000 pL de agua destilada (milli-Q).

— Se agregaron 200 uL de reactivo Folin-Ciocalteu. Una vez
cerrado el tubo de ensayo, se agité suavemente sin llegar a
volcar.

— Tras una espera de 5 minutos se anadié 600 pL de Na2CO3
(20%, p/v), y después de cerrar se volvio a agitar el tubo de
ensayo.

— Seintrodujo en el bafo durante 30 minutos.

— Se midié la absorbancia en el espectrofotémetro a A=765 nm
frente a la solucién de blanco para cada una de las soluciones
de extracto fendlico.

II.  Muestrade referencia o blanco: se siguié el mismo procedimiento
gue el realizado para la muestra de extracto fendlico, pero se
agregaron 40 ulL de Buffer en lugar de los 40 pL de disolucién de
extracto fendlico.

La concentraciéon de compuestos fendlicos totales se calculd a partir de una recta patrén
de acido gdlico, que se construyd a partir de un rango de concentraciones de 0 a 900
ppm a través del procedimiento anteriormente descrito. La concentracién fendlica
obtenida dividié entre el factor de dilucién para obtener de esta manera la
concentracion corregida. Los resultados obtenidos se expresaron en miligramos
equivalentes de acido galico por litro de extracto himedo (mgGAE/L).

Absorbancia
(nm)

Referencia  Concentracion (mg/L)

0,0 0,000
112,5 0,131
225,0 0,264
450,0 0,540
675,0 0,817
900,0 1,075

Tabla 4: Cuadro de concentraciones para la construccion de la curva de calibracion para
el dcido gadlico.
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Tanto la respuesta del método, como la curva de calibracién (Figura 20), se van a regir
por la siguiente ecuacién:

Concentraciéon (mg/l) = WL765 = 831,83117 + 1,82792 Ec.(12)

, dénde WL765 es la absorbancia en nm medida por el espectrofotémetro a una longitud
de onda de 765 nm.

En la siguiente figura se muestra la curva de calibracion del acido gdlico. El coeficiente
de regresién es muy préximo a la unidad R=0.99986, lo que confirma la linealidad de
absorcién en este intervalo de concentraciones y la validez del método seleccionado.

Standard Curve
1,209 T T

1,000

Abs,

0,500

0,000

0,236 - -
87,190 S00,000 983,014
Cone (mafl)

Figura 20. Curva de calibracion de dcido gdlico, para la determinacion de polifenoles disueltos, obtenida
a partir del programa UVProbe.

Con los datos obtenidos de residuo seco en cada una de las extracciones, el contenido
de humedad de la materia prima (alperujo) y la relacidn S:L, se calculé la concentracién
de compuestos fendlicos en funcién del grado de riqueza de la extraccion (mg GAE/ g
extracto seco) y en funcidn del rendimiento de la extraccién (mgGAE/g alperujo seco).
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3.8 TECNICA CROMATOGRAFIA, ANALISIS Y CARACTERIZACION DE
POLIFENOLES POR HPLC

Este estudio se realizé para conocer la concentracidn de hidroxitirosol y oleuropeina en
los extractos fendlicos obtenidos en las extracciones.

Estos compuestos se cuantificaron a partir de un Mdédulo de Separacion Waters e2695,
equipado con un inyector automatico, bomba cuaternaria y un detector de fotodiodos
array Waters 2998. Se empled una columna de separacion analitica de fase reversa
Mediterranea Sea C18 de caracteristicas técnicas: 250 x 4.6 mm, tamafio de particula 5
Mum que mantuvo como temperatura de operacion 35 °C durante el desarrollo
cromatégrafico y una precolumna de proteccién OptiGuard de 1 mm del mismo material
(Sigma-Aldrich, Espafia).

Las muestras se filtraron con filtros de jeringuilla de celulosa regenerada de 0,45 um 'y
se inyecté un volumen de muestra de 20 pl en el sistema.

El procedimiento analitico siguid las directrices propuestas por (49) con algunas
pequeiias modificaciones: la separacién se consiguio utilizando un gradiente de elucién
con una composicion inicial de agua (pH ajustado a 3,0 con acido fosférico) del 90% vy
metanol al 10%. La concentracién del disolvente posterior se aumenté a 30% durante
10 min y se mantuvo durante 20 min. Posteriormente, el porcentaje de metanol se elevd
hasta 40% durante 10 min, se mantuvo durante 5 min, y luego aumentd hasta 50%.
Finalmente, el porcentaje de metanol se aumentd a 60, 70 y 100% en periodos de 5 min.
Las condiciones iniciales se alcanzaron en 15 min. El flujo fue 1 ml/min en todos los
experimentos.

Para la deteccidn y cuantificacion de los compuestos fendlicos, los cromatogramas se
registraron en el detector de fotodiodos a 280 nm para hidroxitirosol y oleuropeina(50).
La adquisicién y procesamiento de datos se realizaron con el software Water
Empower 3.

Los compuestos en cada muestra se identificaron mediante la comparaciéon de sus
tiempos de retencion y los espectros UV / Vis con los patrones.

Las curvas de calibracién se realizaron empleando soluciones estandar de patrén en el
intervalo 7,5-100 ppm utilizando como solvente DMSO. Se ha utilizado una
concentracion de stock de patrén hidroxitirosol de 30 ppm y oleuropeina de 15 ppm.

A continuacidn, se muestra el cuadro donde se sintetizan las operaciones realizadas para
llevar a cabo la curva de calibracién y la curva de calibracion de Hidroxitirosol
propiamente dicha, teniendo en cuenta que el tiempo de residencia de este compuesto
es aproximadamente de 11 minutos (RT=10,843-10,909 min).
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10 245341 15
20 508288 30
40 1051264 60
60 1571121 90
80 2010326 120
100 2491948 150

Tabla 5. Cuadro utilizado en el cdlculo de la curva de calibracion del Hidroxitirosol.

Curva de calibrado Hidroxitirosol
160
140
190 .
100 :

80

C(ppm)

60 e
40

20

0
0,00E+00 5,00E+05 1,00E+06 1,50E+06 2,00E+06 2,50E+06 3,00E+06

A (microV:s)

Figura 21. Curva de calibracion de Hidroxitirosol.

En la figura anterior se muestra la curva de calibracién del hidroxitirosol, la cual se rige
por la siguiente ecuacién:

Cridroxitirosol [ppm] = 0,00005741 - A [microV - 5] Ec(13)

, donde A se refiere al area del pico representado a los 10,843-10,909 min medido a una
longitud de onda de 280 nm.

Para obtener el coeficiente de regresion R=0.9995 y asegurar la viabilidad del método,
no se tuvieron en cuenta las dos ultimas mediciones de mayor concentracién. Con
concentraciones superiores a 90 ppm se pierde la respuesta lineal y se desaconsejaria
utilizar este método.
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Para obtener la curva de calibracién de oleuropeina se utilizé6 como solvente DMSO,
conocido el tiempo de residencia cuyo valor es aproximadamente 51 minutos (RT=
51,388-51,494 min) y manteniendo el volumen de inyeccién del método. En la tabla
siguiente se muestran las mediciones realizadas para obtener la curva de calibracion:

10 43161 7,5
20 92561 15
40 186472 30
60 281322 45
80 364292 60
100 411168 75

Tabla 6: Cuadro realizado en el cdlculo de la curva de calibracion de la Oleuropeina

Se obtiene la siguiente ecuacion:

Coteuropeina [ppm] = 0.000217 - A [microV - s] Ec.(14)

, dénde A se refiere al area del pico representado alos 51,388-51,494 min medido a una longitud
de onda de 280 nm.

Curva de Calibracion de Oleuropeina
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Figura 22. Curva de calibracion de Oleuropeina.

Al igual que en la curva de calibracion del hidroxitirosol, no se tuvieron en cuenta todos los
puntos cuantificados para la construccion de la curva de calibrado. Se desprecié el punto de
mayor concentracién. Dicha curva tiene un coeficiente de regresidn R=0.9992. En el intervalo de
concentraciones de [7,5- 60 ppm] se tiene certeza de una respuesta lineal y se asegura la
viabilidad del método de anilisis.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se da una visidn general sobre los resultados dela influencia que tienen
los pretratamientos por microondas en una extraccion convencional. Para ello se van a
comparar los rendimientos y la riqueza de la extraccion de extracciones con
pretratamiento y sin pretratamiento, y por ultimo se va a realizar un analisis cuantitativo
de los polifenoles de interés: hidroxitirosol y oleuropeina.

En la Tabla 7 se muestran los cddigos utilizados correspondientes a las muestras de los
extractos analizados y el tipo de extraccion realizado, para que, a partir de este
momento, resulte mas sencillo identificarlas. Cada uno de estos cddigos estara
acompafado de una cifra del 0 al 5 ejemplo CONV.0, CONV.1, que indicard el orden de
toma de muestras explicado en las Figuras 17, 18, 19 del Capitulo 3: Materiales y
Métodos.

Codigo Caracteristicas

CONV Extraccion convencional 702C Etanol/Agua (50:50, v/v).
SFME Pretratamiento SFME + Extraccién convencional 702C Etanol/Agua (50:50 ,v/v).
Pretratamiento MAE presurizado + Extraccidon convencional 702C

MAE.P Etanol/Agua, (50:50 ,v/v).

Tabla 7. Cédigos y caracteristicas de las extracciones realizadas

A la hora de calcular el rendimiento y la riqueza de las extracciones, tal y como se indicé
en el capitulo anterior, de cada experimento se realizaron seis tomas de muestras a los
tiempos: 0, 10, 20, 40, 90, 180 minutos en la extraccién convencional, y 0+t’, 10+t’, 20+t’,
40+t’, 90+t’, 180+t" minutos en las extracciones con pretratamiento. A su vez, cada una
de estas muestras del experimento se analizd por triplicado. Por lo tanto, de un Unico
experimento se analizaron 18 muestras. La precisidon de estos métodos en términos de
reproductibilidad y repetitividad en el laboratorio se determiné mediante la realizacién
de triplicados de los experimentos. Se analizé una matriz de 54 datos para la extraccién
convencional sélido-liquido,54 datos para extraccion SFME, y otros 54 datos en MAE.P.

En el Anexo 2 se incluyen todos los datos obtenidos de cada extraccion, por si se busca
una visién mas detallada del andlisis de datos. Para que resulte mas sencillo, la discusién
de resultados se realizara con los promedios de las extracciones y las desviaciones
estandar asociadas.

4.1 CONTENIDO DE HUMEDAD DEL ALPERUJO.

Se realizd un triplicado del método explicado en el capitulo anterior para la
determinacién del contenido de humedad. En la siguiente tabla se resumen los valores
medios del porcentaje de humedad del alperujo. Como se indica su humedad se
encuentra en torno a 76,054 + 2,813%.
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Réplica 1(%) | Réplica 2(%) | Réplica 3(%) | Promedio (%) | Desviacion estandar (SD, %)
79,29 74,65 74,22 76,05 2,81

Tabla 8. Contenido de humedad del alperujo.

4.2 CARACTERIZACION DEL RESIDUO SECO O EXTRACTO SECO.

Los valores del residuo seco (RS), se utilizaron para el calculo de la riqueza de extraccion
de compuestos fendlicos. Se sigue el procedimiento descrito en el apartado 3.6 del
Capitulo 3. Materiales y Métodos.

Residuo Seco mg/L Residuo Seco mg/L Residuo Seco mg/L
Cédigo Promedio SD___ CV Cédigo Promedio  SD CcV Cédigo Promedio  SD CcVv
CONV.0 8533 2160 25% SFEME.O| 19267 10596 55%| MAE.P.0| 10600 632 6%
conval 1233 889 8% Ieeye gl 11067 2541 23% | MAERA| 11333 1418 13%
conva| 12033 1376 W%leeve ol 10167 2670 26%| MAER2| 11333 952 8%
CONV.3 12633 763 6% SEME.3| 12267 2369 19%| MAE.P.3| 10900 837 8%
CONva| 13933 1623 12%1geye gl 11367 2507 23% | MAERA| 11233 625 6%
conys| 1307 1395 hIeeve s 10567 2167 219 | MAERS| 11167 612 5%

Tabla 9. Residuo seco (mg/L) promedio de las extracciones estudiadas.

La siguiente tabla recoge los residuos secos obtenidos en cada uno de los puntos de
toma de muestra de las extracciones realizadas: convencional sélido-liquido (CONV.),
con pretratamiento SFME y pretratamiento MAE.P respectivamente. Se muestran los
promedios de los residuos junto a sus desviaciones estandar y coeficientes de variacién.

Los valores de residuo seco obtenidos en las primeras muestras tanto la extraccion
CONV como la extracciéon SFME tienen un coeficiente de variacion muy elevado (25%
CONV.0, 55% SFME.O) por lo tanto no son datos significativos de estudio.
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En la Figura 23 se muestra un grafico comparativo de los residuos secos en cada una de
las extracciones realizadas, en los distintos puntos de toma de muestra.
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Muestras tomadas

Figura 23. Grdfico de Residuo Seco (mg/L) en extracciones CONV, SFME y MAE.P en funcién de las
muestras tomadas.

Como queda constancia en la figura y tabla anterior, la repetitividad del proceso es baja,
ya que se tienen altos coeficientes de variacidon, probablemente debido a las
caracteristicas de la muestra, ya que se trata de un producto natural.

En la extraccidon convencional sdlido-liquido se observa un aumento paulatino del
residuo seco como cabe esperar, mientras que en las extracciones con pretratamiento
parece permanecer constante al menos en MAE.P.

Si se relacionan los residuos secos obtenidos en las extracciones, en MAE.P disminuye la
concentracion final de residuo seco en torno al 15 % en comparacion con el proceso de
extracciéon CONV. Este dato resultard interesante en el calculo de la riqueza de la
extraccion.

4.3 RENDIMIENTO Y RIQUEZA DE LOS PROCESOS DE EXTRACCION DE
COMPUESTOS FENOLICOS:

Las concentraciones de polifenoles totales presentes en el alperujo se expresan de dos
maneras distintas: en mg acido galico equivalente/g de alperujo seco y en mg acido
gdlico equivalente/g de extracto seco. La concentracion en mg 4cido galico
equivalente/g de alperujo seco, representa el rendimiento de la extraccién o la cantidad
de polifenoles extraidos de la materia prima. Mientras que la segunda forma (mg acido
gélico equivalente/g de extracto seco) describe la riqueza final del producto seco, ya que
indica la proporcién entre los polifenoles extraidos y las sustancias totales extraidas.
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El precio unitario en el mercado del producto final comercializado, que es el residuo
seco, vendrd determinado por la riqueza, motivo por el que este parametro se considera
de mayor relevancia que el de rendimiento, ya que las diferencias de precio unitario son
muy significativas.

4.3.1 Rendimiento del proceso de extraccidon convencional Sélido-Liquido

Como se indicé en el capitulo de materiales y métodos, se realizd la extraccidon
convencional utilizando como disolvente una mezcla de etanol/agua (50:50, v/v).
Aungue otros estudios demostraron que se aumentaba el rendimiento utilizando otros
disolventes como: el metanol (51) o la acetona (52), en este estudio se usé etanol
porque los extractos obtenidos estaran destinados a la industria alimentaria vy
cosmeética, donde la restriccidn en el uso de disolventes esta muy delimitada.

De los disolventes utilizados, el etanol se encuentra en la lista de “Disolventes de
extraccién que deberan utilizarse respetando las buenas practicas de fabricacion para
todos los usos” del Anexo “DISOLVENTES DE EXTRACCION CUYA UTILIZACION ESTA
AUTORIZADA PARA EL TRATAMIENTO DE MATERIAS PRIMAS, DE PRODUCTOS
ALIMENTICIOS O DE COMPONENTES DE PRODUCTOS ALIMENTICIOS O DE SUS
INGREDIENTES” correspondiente a la Directiva 2009/32/CE del Parlamento Europeo y
Consejo de 23 de abril de 2009 relativa a la aproximacién de las legislaciones de los
Estados miembros sobre los disolventes de extraccién utilizados en la produccién de
productos alimenticios e ingredientes alimentarios Anexo 3. Otra de las razones de la
utilizacidn de este disolvente fue que la empresa suministradora de alperujo ya utiliza
etanol para extraccion de polifenoles de uva.

Se eligié un tiempo de experimentacién de 180 minutos, puesto que a tiempos
superiores a 24 horas no se produjo un aumento significativo en el rendimiento de
extraccién, esto puede deberse a la relacién de equilibrio de particién sélido-liquido en
las condiciones de trabajo utilizadas y a la degradacién de los polifenoles (7).

Se eligid una temperatura de 70 °C, para no superar la temperatura de ebullicién del
disolvente. Esta temperatura no compromete la estabilidad del producto, ya que
autores como Aliakbarian et al. (3) y Rincon et al.(53), trabajaron a temperaturas
proximas a los 180°C e hicieron referencia a la alta estabilidad de los compuestos
extraidos, principalmente hidroxitirosol.

En la Tabla 10, se encuentran los valores promedios de los triplicados del rendimiento
de extraccion (n) de los compuestos fendlicos del alperujo en la extraccién convencional
solido-liquido (CONV). Se expresan en mg de acido galico equivalente/ g alperujo seco
(mgGAE/g alpseco) con sus correspondientes desviaciones.
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TPC rendimiento [mgGAE/g alpseco ] Tiempo
Promedio de las promedio
Réplicas D QVar(%) | (min)

CONV.0 14,28 + 4,68 33% 0

CONV.1 23,07 + 1,56 7% 12
CONV.2 24,79 + 1,44 6% 23
CONV.3 25,20 + 2,52 10% 44
CONV.4 28,09 + 1,73 6% 96
CONV.5 31,13 + 1,44 5% 181

Tabla 10.Rendimiento promedio de extraccion convencional sélido-liquido (mg GAE/ g alperujo seco).

Se observa en la primera toma de muestras (CONV.0) una concentracién
de: 14,28 + 4,68 mgGAE/g alpseco. Al tratarse de una extraccién convencional sélido-
liquido, en este punto Unicamente se puso en contacto el disolvente a 70°C y la materia
prima, por lo que indica la concentracidn de polifenoles libres en el alperujo. Aunque el
rendimiento de extraccidn de este punto no resulta significativo debido a su coeficiente
de variacién (33%), si queda demostrado la existencia de polifenoles libres. En el resto
de muestras extraidas, el coeficiente de variacidén se encuentra en un rango de [5 a 10%],
por lo que este proceso de extraccion presenta una reproductividad aceptable. A modo
general, se observa un aumento progresivo, y a los 180 minutos no se tiene certeza de
realizar la extraccidn en su totalidad, se trata de un proceso largo si se quiere obtener
un rendimiento elevado.

4.3.2 Rendimiento del proceso de extraccion con pretratamiento SFME

Para realizar una comparativa de rendimientos con el método convencional, se realizé
un pretratamiento sin disolvente a presiéon atmosférica y después se produjo una
extraccién convencional sélido-liquido bajo las mismas condiciones de operacion.

En la Tabla 11 se resumen los valores promedios del rendimiento de extraccion de los
compuestos fendlicos del alperujo (mgGAE/g alpseco) en la extraccién con
pretratamiento SFME. Junto con el promedio de los tiempos de extraccion para tener
una vision general del proceso. Estos valores se presentan graficamente en la Figura 11,
en comparacién con los resultados de las otras dos técnicas.
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TPC rendimiento [mg GAE/g alpseco] | Tiempo

Promedio de promedio

las Réplicas S (min)
SFME.O 24,50 + 6,87 28% 4
SFME.1 24,86 + 3,18 13% 15
SFME.2 25,08 + 3,69 15% 25
SFME.3 26,88 + 4,26 16% 45
SFME.4 25,72 + 5,36 21% 99
SFME.5 28,48 + 5,24 18% 203

Tabla 11. Rendimiento promedio de extraccion con pretratamiento SFME (mg GAE/ g alperujo seco).

Debido a las desviaciones estandar asociadas a cada una de las muestras, no se puede
confirmar si durante el proceso de extraccién hay un aumento de concentracion o no.
Lo Unico que se puede denotar de este método, es la extraccion casi total del contenido
de polifenoles al inicio de la extraccidn convencional tras el pretratamiento SFME. Sin
tener en cuenta la primera muestra tomada, ya que como se observaba en la extraccion
convencional anterior posee mucha variabilidad, el conjunto de muestras restantes
poseen elevados coeficientes de variacion [13a21%] lo que indicé la baja
reproductividad de los experimentos.

El alperujo es una materia prima natural, y al aplicarle un proceso de calentamiento tan
rapido y elevado no se puede predecir su comportamiento, debido a la heterogeneidad
de sus compuestos y tampoco se puede asegurar que las muestras de los experimentos
fueran iguales debido a la falta de homogeneidad de la materia prima suministrada.

4.3.3 Rendimiento del proceso de extraccion con pretratamiento MAE
Presurizado

Se realizd el pretratamiento asistido por microondas presurizado con disolvente en
atmdsfera de nitrégeno para que la extraccidén de polifenoles del alperujo fuese mas
eficiente. En este caso en el pretratamiento ya se incluyo el disolvente en su totalidad.

En la Tabla 12 se detallan los valores promedios del rendimiento de los compuestos
fendlicos del alperujo (mgGAE/g alpseco) en la extraccidn con pretratamiento con
microondas presurizado (MAE.P), y el correspondiente tiempo promedio de toma de
muestras.
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TPC rendimiento [mg GAE/g alpseco ] Tiempo
Promedio de las promedio
Réplicas S0 QVar(%) | (min)

MAE.P.0 24,95 + 1,28 5% 8

MAE.P.1 27,00 * 2,99 11% 16
MAE.P.2 26,73 + 2,87 11% 26
MAE.P.3 28,38 + 2,35 8% 46
MAE.P.4 29,45 + 2,34 8% 93
MAE.P.5 31,31 + 3,26 10% 186

Tabla 12. Rendimiento promedio de extraccion con pretratamiento MAE.P (mg GAE/ g alperujo seco).

Se recuerda que el tiempo de extraccidon se tiene en cuenta desde el inicio del
pretratamiento, por ello la primera toma de muestras no se realiza en tiempo cero.

Se puede garantizar una reproducibilidad de la primera muestra de la extraccién ya que
tiene un coeficiente de variacion del 5%. El proceso en general tiene una repetitividad
media (CV< 12%).

Comparando las muestras, se observa un aumento del rendimiento entre la primera
muestra tras el pretratamiento (24,95 + 1,28 mgGAE/g alpseco) frente a la Ultima
muestra tras la extraccién convencional a 186 minutos (31,31 + 3,26 mgGAE/g alpseco).
Esto indica que, tras el pretratamiento MAE.P, conviene realizar una extraccion
convencional, pero debido a las desviaciones estdandar no se puede decir el tiempo
necesario de extraccidon convencional ya que no se pueden diferenciar de forma clara
sus concentraciones.

La Figura 24 muestra una comparativa de la tendencia que sigue el rendimiento
promedio de la extraccién de compuestos fendlicos en el tiempo en las tres técnicas de
extraccién empleadas. Las extracciones con pretratamiento SFME y MAE.P se
encuentran mas a la izquierda debido a que el tiempo comenzd a contabilizarse al
iniciarse el pretratamiento. Solamente se incluye la linea de tendencia de los datos
experimentales de la extraccidn convencional, ya que es la Unica cuyas desviaciones
estandar permiten diferenciar el aumento del rendimiento en los distintos puntos.
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Figura 24. Tendencia experimental del rendimiento en extracciones CONV, SFME y MAE.P.

SFME presenta una gran dispersidon de datos en todo el experimento, pero se puede
interpretar que después del pretratamiento se obtienen todos los polifenoles extraibles,
ya que no hay mejora adicional del rendimiento tras la extraccidn convencional. En
MAE.P se observa de forma grafica el aumento del rendimiento tras el pretratamiento
en relacién con los puntos siguientes correspondientes a la extraccidn convencional
realizada. De forma global, con pretratamientos se observa un mayor rendimiento en
menores tiempos de extraccidn, en comparacion con la extraccidon convencional sélido-
liquido.

4.4 RIQUEZA DE LOS PROCESOS DE EXTRACCION DE COMPUESTOS
FENOLICOS

En las extracciones de polifenoles, ademas del compuesto de interés se extraen muchas
otras sustancias como azucares o fibras. Tal y como se comenté en el
Capitulol. Introduccion, cuanto mayor sea la riqueza del extracto, mayor precio tendra
en el mercado. Los valores de riqueza de las extracciones realizadas se muestran en el
Anexo 2. Tienen desviaciones asociadas muy elevadas, por lo que no proporcionan
grandes conclusiones. Pero sirven para tener una vision global del proceso de extraccién
y el estado de la materia prima.
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En una extraccion convencional sélido-liquido, se necesitan largos tiempos de extraccion
para obtener elevados rendimientos Figura 24, pero esto provoca que disminuya la
riqueza de polifenoles del extracto. Llega un punto, donde se extraen compuestos no
deseados en mayor proporcidn que los deseados, por lo tanto, se empobrece el extracto
final. Un ejemplo de esto se muestra en la Figura 25:
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Figura 25. Extraccion convencional de polifenoles totales (TPC), en términos de rendimiento y riqueza.

La maxima riqueza de extraccidn se obtiene aproximadamente a los 30 minutos, donde
sélo se extraen el 85% de los polifenoles totales. Al continuar la extraccién la riqueza
disminuye de forma gradual. El comportamiento esperado de la riqueza en este tipo de
extracciones convencionales, es una disminucién mas acusada, por lo que este es otro
motivo para pensar que la materia prima se encontraba en mal estado a la hora de
realizar la experimentacion.

En las Tablas 13 y 14, se muestran los valores en términos de riqueza promedios
(mgGAE/g extracto fendlico o extractoseco) a los tiempos de toma de muestra
mostrados de los procesos de extraccion con pretratamiento SFME, y MAE.P
respectivamente.
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Tiempo
promedio
(min)
SFME.O 88,69 t 49,73 56% 4
SFME.1 119,90 + 26,29 22% 15
SFME.2 138,99 + 53,88 39% 25
SFME.3 116,28 + 29,15 25% 45
SFME.4 120,16 + 29,37 24% 99
SFME.5 143,34 + 35,33 25% 203

Tabla 13. Riqueza promedio de extraccién con pretratamiento SFME (mg GAE/ g extracto seco).

Tiempo
promedio
(min)

MAE.P.0 121,54 + 981 8% 8
MAE.P.1 123,38 + 12,88 10% 16
MAE.P.2 122,64 + 19,90 16% 26
MAE.P.3 134,50 + 9,74 7% 46
MAE.P.4 135,03 + 8,53 6% 93
MAE.P.5 144,91 + 17,87 12% 186

Tabla 14. Riqueza promedio de extraccidn con pretratamiento MAE.P (mg GAE/ g extracto seco).

En la extraccion con pretratamiento SFME (Tabla 13), no se puede definir una tendencia
clara de la riqueza para cada una de las muestras, debido a las desviaciones estandar
asociadas. SFME tiene un coeficiente de variacién muy elevado (CV<20%), que indica
baja reproductividad del experimento. La extraccion con pretratamiento MAE.P
(Tabla14), posee un valor inicial muy alto, se favorece a la extraccién de polifenoles mas
gue la de otros compuestos, parece tener un aumento progresivo durante la extraccién,
pero no se puede afirmar este hecho por el elevado valor de las desviaciones estandar.
La extraccion de compuestos no deseados se ve afectada por la radiacién, pero no de
manera tan significativa como la extraccién de polifenoles, por ello el rendimiento y la
riqueza son elevados en tiempos mas cortos.

En la Figura 26, se muestran los datos experimentales promedios en términos de riqueza
de extraccién con pretratamiento SFME y MAE.P, donde queda constancia visualmente
la gran dispersién de las concentraciones.
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Figura 26. Datos experimentales de riqueza de extracciones con pretratamiento SFME y MAE.P.

4.5 MODELADO CINETICO DE LAS ECUACIONES

Se realiza un estudio cinético del rendimiento (mgGAE/galpseco) y la riqueza
(mgGAE/g extractoseco) de las distintas extracciones a partir de las muestras liquidas de
extracto fendlico tomadas durante el proceso de extraccion (10).

La cinética de extraccidn siguid una ecuacién de primer orden, mostrada a continuacion:

Ceor = Co + Cp + [1 - e_(k*t)] Ec.(15)

, dénde Cq,,, representa la concentracion calculada en mg/g en un tiempo t (min), C,
corresponde a la concentracion inicial de polifenoles libres en el alperujo. Cr se trata de
un factor pre-exponencial (mg/g), sumado a Co (C, + Cf) corresponde al rendimiento
de extraccion, y k es la constante de velocidad de la extraccién (min™1).

Los parametros de correlacion de la ecuacion [15], se ajustan mediante la minimizacion
de la desviacion estandar (S) entre las concentraciones experimentales y las
concentraciones tedricas calculadas, como muestra la ecuacién [16], utilizando la
herramienta Solver de Excel (Microsoft Corporation, USA).
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Ec.(16)
Ln:l(Cexp - Cteor)2

N-1

“n
I

, donde Cey, representa a las concentracion (mg/g) experimental, Cioor representa la
concentracién calculada en mg/g en un tiempo t, y N el nUmero de muestras tomadas
en el experimento.

Debido a los datos experimentales obtenidos, Unicamente se muestran los resultados
del estudio cinético de la extraccion convencional sdlido-liquido, porque en las
extracciones con pretratamiento, el coeficiente de correlacién entre las concentraciones
calculadas y experimentales es muy bajo (R2< 0.5), por lo que no tiene sentido incluirlas.

Los pardmetros cinéticos de extraccion se detallan en la Tabla 15. La curva de regresién
de rigueza se calcula como la fraccion entre la concentracion de compuestos activos y
las sustancias totales extraidas, a partir de los datos obtenidos del espectrofotémetro
(mgGAE/L) y el Residuo seco (mg/L).

Rendimiento (mgGAE/g alpseco) RS (mg/L) TPC (mgGAE/L)
c0 10,84 c0 8597,02 c0 759,37

cf 18,02 cf 5215,63 cf 727,27

k 7,97E-02 k 4,69E-02 k 6,62E-02
ARD 1,71 ARD 1028,92 ARD 121,81

R 0,95 R 0,88 R 0,92

Tabla 15. Pardmetros de extraccion cinética en extraccion convencional.

Se observa que todas las constantes de velocidad de la extraccién son del mismo orden.
Este dato servird para comparar las velocidades de extraccion de futuros estudios. Se
busca un aumento de dicha constante para asegurar una extracciéon mas rapida.

El coeficiente de correlacién no es muy elevado 0.88<R<0.95, denotando una baja
correlacion de datos. Este coeficiente de correlacién no es suficientemente elevado,
para tener un modelo cinético detallado, pero si para tener una idea general sobre su
comportamiento.
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4.6 COMPOSICION FENOLICA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

Conocidos los rendimientos y la pureza de las extracciones llevadas a cabo, se realizé un
analisis cromatografico HPLC ya que el método espectrofotométrico no aporta
informacién sobre la naturaleza individual de los compuestos fendlicos que se
encuentran en los extractos. Este estudio se centré en la determinacion de las
concentraciones de hidroxitirosol y oleuropeina, ya que poseen un alto valor en la
industria debido sus propiedades antioxidantes.

El método ha sido descrito en el capitulo anterior, aunque se debe recordar que los
volumenes de inyeccién del método fueron 20 pL y la temperatura de 35°C, lo que
facilita una reproductividad de los tiempos de retencion y cuantificacién de los picos
(44).

En la Tabla 16, se muestran los tiempos de retencién y ecuaciones de las curvas de
calibracion de los compuestos estudiados.

Tiempo retencién (min)
Longitud de onda (nm)

Promedio SD
Hidroxitirosol 10,88 0,047 280
Oleuropeina 51,44 0,075 280

Tabla 16: Tiempos de retencion y longitudes de onda para la cuantificacion de
Hidroxitirosol y Oleuropeina por HPLC.

Este andlisis se realizd para tener una primera aproximacién del comportamiento del
Hidroxitirosol y Oleuropeina en extracciones con pretratamiento asistido por
microondas. Por ello no se realizé en la totalidad de los experimentos, si no en los mas
representativos. A su vez se analizd una extraccidon convencional sin pretratamiento
para observar las diferencias que existen.

En la extraccidén convencional sélido-liquido se tomaron seis muestras en los tiempos 0,
10, 20, 40, 90, 180 minutos y 0+t’, 10+t’, 20+t’, 40+t’, 90+t’, 180+t minutos en las
extracciones con pretratamiento. A continuacién, a modo de ejemplo el cromatograma
de las extracciones CONV, SFME, y MAE.P de las primeras muestras tomadas, medidas
a longitud de onda 280 nm.
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Figura 27. Cromatograma de extractos obtenidos en extracciones CONV, SFME, MAE.P en muestras
iniciales a 280 nm. Se representa la sefial registrada por el detector UV-Vis (AU) frente al tiempo de
retencion en la columna cromatogrifica.

En las tres extracciones aparece el compuesto fendlico hidroxitirosol, mientras que a
simple vista no se observa un pico de oleuropeina claro. Se comprobd que el pico que
aparecia en torno a los 65/70 minutos se trataba de una sefial del ruido del disolvente.

Para tener verdadera constancia que al tiempo de retencién dado aparecia oleuropeina,
se realiz6 el dopado de las muestras anteriores con compuesto patrdn, y se comprobé
gue en la extraccion SFME el pico al tiempo de retencidon 51,2 minutos aumento, por lo
que en ese experimento se demuestra cualitativamente la presencia de este compuesto
fendlico, pero no cuantitativamente ya que la cuantificacion se realizé de forma manual.

El dopado en las extracciones CONV. Y MAE.P no supuso el aumento del pico que se
habia caracterizado como oleuropeina. La no aparicion de oleuropeina puede deberse a
gue este compuesto se encuentre hidrolizado en hidroxitirosol acido elendlico y glucosa
(54), y por ello aparece una sefial a 320 nm mas intensa que a 280 nm a ese tiempo de
retencidn. Ya que acido elendlico, es un acido fendlico libre proveniente de un glucésido
y su sefial es mas intensa a esa longitud de onda.
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En la Tabla 17 se encuentran las concentraciones de hidroxitirosol de cada una de las
extracciones en unidades (mg de hidroxitirosol/ g de extracto fendlico seco).

CODIGO T(min) freaHT C(ppm)ur C(MeHT/8
extr.seco)
CONV 0 1977033 113,50 19,24
CONV 10 3836314 220,24 21,81
CONV 20 4012965 230,38 21,33
CONV 40 4167705 239,27 19,94
CONV 90 4392683 252,18 18,96
CONV 180 4690222 269,27 23,01
SFME 0 886864 50,91 4,28
SFME 10 738003 42,37 4,81
SFME 20 835589 47,97 7,05
SFME 40 953816 54,76 5,59
SFME 90 1005300 57,71 6,48
SFME 180 1183044 67,92 7,99
MAE.P 0 3716352 213,36 21,55
MAE.P 10 3826154 219,66 22,41
MAE.P 20 3953438 226,97 22,25
MAE.P 40 4118835 236,46 22,52
MAE.P 90 4551235 261,29 24,19
MAE.P 180 4918447 282,37 24,99

Tabla 17: Concentraciones de Hidroxitirosol, en extracciones CONV, SFME,
MAE.P en los distintos tiempos de extraccion.

Como se observa en la tabla, la realizacién de un pretratamiento asistido por microondas
presurizado (MAE.P) favorece un aumento moderado de extraccion de hidroxitirosol en
la primera muestra tomada en relacidn con la extraccién convencional (CONV).

En el pretratamiento sin disolvente SFME, se produce una disminucion de extraccién de
hidroxitirosol en torno a una media de 70%. Esta disminucidn de la concentracién parece
deberse a la degradacion del hidroxitirosol por las altas temperaturas a las que se realizé
el experimento combinado a la ausencia de disolvente en el pretratamiento. Segln
Soysal et al. (55), cuando se aplica bajo condiciones no iddneas el pretratamiento con
microondas, produce productos de baja calidad. Sobre esto, existen citas
contradictorias, ya que (7) afirma que la mayor capacidad antioxidante se cuantificé con
una temperatura de extraccién de 180 °C. Por lo tanto, no se tiene certeza de las causas
exactas de la disminucidn de hidroxitirosol, aunque podria deberse a la degradacion del
alperujo en el pretratamiento ya que se introducia sin disolvente.

Por lo tanto, a los 180 minutos de experimentacion, con respecto a una extraccion
convencional sélido-liquido realizada a 70 °C a partir disolvente etanol/agua (50:50, v/v),
alperujo humedo y una relacion S/L 1:5, la realizacion de un pretratamiento sin
disolvente asistido por microondas (SFME) disminuye un 65% la obtencién de este
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compuesto fendlico. El pretratamiento asistido por microondas presurizado y con
disolvente (MAE.P) produce una mejora en torno al 9%. Algunos autores afirmaban que
mediante un tratamiento a alta presién y temperatura utilizando como disolvente
etanol/agua (50:50, v/v), en el alperujo no se encontraba hidroxitirosol (3), queda
demostrado tras este estudio la extraccion de hidroxitirosol tanto en una extraccién
convencional sélido-liquido con y sin pretratamiento MW.

Tanto en la extraccion CONV y MAE.P, no se produce un aumento significativo en la
cantidad de hidroxitirosol extraido tras la primera muestra, a diferencia de lo que se
indica en la bibliografia, donde la extraccién convencional de estos compuestos requiere
mucho mas tiempo. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo parecen
indicar lo contrario. Esto hace sospechar que el alperujo suministrado se encontraba en
mal estado y por ello no se obtienen resultados satisfactorios.

Extraccion MAE de polifenoles del alperujo 64



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

65



66



Capitulo 5. Conclusiones

CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Los procedimientos experimentales de extraccion convencionales sélido-liquido y con
pretratamiento MAE han tenido baja repetitividad, lo que da una idea de la
heterogeneidad de la muestra de alperujo. Sumado a que las muestras analizadas se
encontraban parcialmente extraidas, (ya que no hubo diferencias significativas entre las
concentraciones obtenidas en las primeras etapas y las finales), se puede concluir que
el alperujo suministrado se encontraba en malas condiciones.

La optimizaciéon de la metodologia experimental de extraccién desarrollada en este
trabajo, permitird que realizar experimentaciones con alperujo de futuras campafias.
Debido a que la materia prima de estudio Unicamente se encuentra disponible en fechas
de campafia (noviembre), serdn necesarios estudios con muestras representativas, para
posteriormente compararlos con los del alperujo congelado.

A pesar del deficiente estado de la materia prima, se han podido obtener conclusiones
cualitativas, en relacién al rendimiento y riqueza de las extracciones realizadas y a la
caracterizacion de hidroxitirosol.

Como consecuencia del analisis de los resultados obtenidos, en relacion al contenido de
polifenoles totales, la realizacién de pretratamientos MAE, mejoran el rendimiento de
extraccién y la rigueza de polifenoles, ya que aceleran el proceso de extraccion en
comparacion con una extraccién convencional, permitiendo obtener un rendimiento y
riqueza elevados tras 15 minutos de experimentacién, tiempo muy inferior en
comparacion a la extraccién convencional.

La extraccion de hidroxitirosol se favorece con la adicion de un pretratamiento MAE.P a
la extraccion convencional sélido-liquido, tras el proceso de extraccién completo (180
minutos) obtiene una concentracion de hidroxitirosol de 25 mg HT/g extr.seco. En
cambio, si se realiza una extraccion con pretratamiento SFME, se produce una
disminucion de la extraccidon de este compuesto en un 70%, debido a la combinacion de
las altas temperaturas y la ausencia de disolvente en el pretratamiento.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

HPHT High Pressure-High Temperature/ Alta presion- Alta temperatura

MAE Microwave Assisted Extraction / Extraccidn Asistida por Microondas

SPE Solid Phase Extraction/ Extraccion en fase sélida

MW Microondas

DMSO Dimetilsulfoxido

HPLC High Performance Liquid Chromatography / Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia
CONV Convencional

SFME Extraccion convencional con pretratamiento asistido por microondas sin disolvente
MAE.P  Extraccién convencional con pretratamiento asistido por microondas presurizado
UV/VIS Ultravioleta/Visible

RT Tiempo de retencién

S:L Relacién Sélido-Liquido
HT Hidroxitirosol

OLEO Oleuropeina

GAE Acido galico equivalente
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Simbolos

SIMBOLOS

Simbolos

p/p

WL765

Descripcion

Porcentaje en peso

Porcentaje en peso-volumen
Porcentaje en volumen

Volumen total del recipiente
Volumen de alperujo

Volumen de disolvente inicial
Volumen de disolvente final
Volumen de nitrégeno inicial
Volumen de nitégeno final
Volumen de disolvente evaporado
Presidon de carga inicial de nitrégeno
Temperatura inicial

Presidn final

Temperatura final

Moles iniciales de nitrégeno
Moles de disolvente evaporad
Masa molecular del disolvente
Presién de vapor del disolvente
Fraccién molar del disolvente en el
vapor

Volumen de disolvente liquido
evaporado

Volumen calculado

Humedad

Peso del vial con muestra humeda
Peso del vial con muestra seca
Peso vial vacio

Residuo Seco

Rendimiento de extraccion

Concentracion
Absorbancia medida a 765 nm
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Unidades

atm

bar
°C

mol

mol

g/mol
atm

ml

m/

%

gr

gr

gr
mg extracto/L

extractohumedo
mg GAE/qg
alperujo seco
mg/L
nm



Simbolos

Simbolos

CHidroxitirosol

COleuropeina

A
RZ

Descripcion

Concentracion de hidroxitirosol
Concentracion de oleuropeina
Area del pico cromatografico
Coeficiente de correlacién
Tiempo

Coeficiente de variacién
Concentracion tedrica
Concentracion inicial
Constante de velocidad
Concentracion experimental
Numero de muestras
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Unidades

bpbm
bpbm
microV*s

minutos
%
mg/g
mg/g
min~’
mg/g
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