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RESUMEN

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es la revalorizaciéon de los residuos de la
industria de citricos, alcachofa y granada, que son los que se generan en mayor cantidad en la
Regidon de Murcia, mediante el desarrollo de procesos de extraccion alternativos a los
tradicionales, para la obtencién de compuestos de interés. Se han desarrollado procesos de
extraccion como resultado de la investigacion en diferentes tecnologias sostenibles, como
tratamientos con enzimas, ultrasonidos, fluidos subcriticos y procesos de adsorcién-desorcion,
para la obtencién de compuestos de bioactivos. La extraccidn enzimatica ha resultado ser el
proceso que alcanza mayores rendimientos de extraccidn para la obtencién de compuestos
polifendlicos a partir de los subproductos industriales de limén (59.61 g acido galico/kg) y de
alcachofa (77.92 g 4cido giélico/kg), con probada actividad antioxidante. En el caso del
subproducto de granada se obtuvo un extracto con una concentracion de polifenoles totales de
231.67 g acido galico/kg, siendo el extracto que presenta mayor capacidad antioxidante,
mediante la técnica de extraccién asistida por ultrasonidos. Los compuestos de interés obtenidos
han sido purificados mediante procesos de adsorcidon-desorcidn obteniendo una concentracion
de polifenoles totales de 142.73, 169.95 y 308.52 g acido galico/kg en el caso del subproducto
de limén, alcachofa y granada, respectivamente, utilizando como matriz de adsorcién la resina
PAD950.






ABSTRACT

The main objective of this doctoral thesis is the revaluation of waste from the citrus, artichoke,
and pomegranate industries, which are those generated in the greatest quantity in the Region
of Murcia, through the development of alternative extraction processes to the traditional ones,
to obtain compounds of interest. Extraction processes have been developed because of research
into different sustainable technologies, such as enzyme treatments, ultrasound, subcritical water
and adsorption-desorption processes, to obtain bioactive compounds. Enzymatic extraction has
proved to be the process that achieves the highest extraction yields for obtaining polyphenolic
compounds from the industrial by-products of lemon (59.61 g gallic acid/kg) and artichoke (77.92
g gallic acid/kg), with proven antioxidant activity. In the case of the pomegranate by-product, an
extract with a total polyphenol concentration of 231.67 g gallic acid/kg was obtained, being the
extract with the highest antioxidant capacity, using the ultrasound-assisted extraction technique.
The compounds of interest obtained were purified by adsorption-desorption processes,
obtaining a concentration of total polyphenols of 142.73, 169.95 and 308.52 g gallic acid/kg in
the case of the lemon, artichoke and pomegranate by-products, respectively, using PAD950 resin
as adsorption matrix.
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1. Introduccion






Introduccion

La produccion de frutas y hortalizas europea asciende a 105 millones toneladas, de las que el 25
% se producen en Espafa. A nivel mundial, esta produccidn se acerca a 2.000 millones de
toneladas. Esto se traduce en la generacion de millones de toneladas de subproductos y residuos
a los que es prioritario dar una salida viable técnica, econdmica y respetuosa con el medio
ambiente, fomentado ademas por la Directiva Marco de Residuos que establece la
obligatoriedad de su recogida y reutilizacién.

Actualmente, en Europa se generan grandes cantidades de residuos durante los procesos de
transformacién en las industrias agroalimentarias como bagazos, pulpas, cdscaras, residuos
hortofruticolas, jugos, o como consecuencia de las actividades agricolas (como cascarilla de
arroz, pieles de frutos secos, restos de poda, restos de invernaderos, paja de arroz) y los residuos
que se generan en las industrias procesadoras de alimentos. Este desaprovechamiento de
alimentos, ademas de suponer una pérdida de competitividad para sector agroalimentario, se
considera un problema importante en todo el mundo debido principalmente a los impactos
ambientales perjudiciales que genera, causando problemas de sostenibilidad debido a las
grandes cantidades que se producen en un periodo de tiempo limitado y al contenido de materia
organica (Coderoni, S. et al, 2019).

En este contexto, la Regién de Murcia es una potencia en la produccion de frutas y hortalizas. El
procesamiento de estos productos genera una cantidad ingente de subproductos que en la
mayoria de los casos no tienen ninguna aplicaciéon en la produccién de nuevos alimentos o
productos, y que se desechan provocando retos medioambientales. Aunque existen algunos
usos menores como es la produccion de biomasa y de piensos para alimentacién animal, estas
estrategias no garantizan una eficiente utilizacion de este material que puede ofrecer
interesantes posibilidades para la industria agroalimentaria y la reduccién de esta problematica
medioambiental. Diversas investigaciones han demostrado que son una excelente fuente de
sustancias bioactivas (como antimicrobianos y antioxidantes) que pueden usarse como
alternativas naturales a los aditivos sintéticos en la producciéon de alimentos, cosméticos y
envases plasticos activos. Sin embargo, actualmente se contindan usando en gran medida los
aditivos sintéticos debido a su alta estabilidad y bajo coste en comparacién con las alternativas
naturales. Ademas, casi todas las empresas dedicadas a la extraccion de compuestos de interés
para su posterior aplicacion industrial utilizan las tecnologias de hidrodestilacion y maceracion,
especialmente disefiadas para la extraccidn de aceites esenciales de plantas y/o fibra. A nivel
industrial, la extraccién con disolventes orgdnicos estd menos extendida debido a los problemas
medioambientales y de salud humana que ocasiona y al elevado coste de inversion, ya que las
plantas deben disponer de equipos que cumplan integramente la directiva 2014/34/UE sobre
equipos para atmodsferas potencialmente explosivas. En cualquier caso, las tecnologias
convencionales, ademds de requerir grandes volimenes de disolventes organicos o agua,
precisan mucho tiempo y tienen un bajo rendimiento.

Por todo lo expuesto hasta aqui, es imperativo reducir el uso de reactivos y excipientes en
general, asi como eliminar el uso de disolventes peligrosos en particular, o al menos sustituirlos
por otros mas seguros. Este cambio debe lograrse asegurando métodos sensibles, selectivos,
precisos y robustos, que permitan obtener extractos de alta pureza, requieran tiempos de
tratamiento bajos y sean baratos, sostenibles y energéticamente eficientes (Janicka, P. et al,
2022).
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La necesidad de transformar el modelo lineal de economia en un modelo circular ha convertido
los subproductos agrarios y del sector agroalimentario en un pilar fundamental. La Estrategia
Espafiola de Economia Circular (EEEC) se alinea con los objetivos de los dos planes de accién de
economia circular de la Unién Europea, “Cerrar el circulo: un plan de accidn de la UE para la
economia circular” de 2015 y “Un nuevo Plan de Accidn de Economia Circular para una Europa
mas limpia y competitiva” de 2020, ademas de con el Pacto Verde Europeo y la Agenda 2030
para el desarrollo sostenible. En particular, la EEEC para 2030 establece como objetivo “Reducir
la generacion de residuos de alimentos en toda la cadena alimentaria: 20 % en las cadenas de
produccién y suministro”. La valorizacidn sostenible de los residuos agroalimentarios es una de
las prioridades de la Comisién Europea, siendo parte del Plan Europeo de Economia Circular
(European Commission, 2023).

El 47% de los residuos agroalimentarios se producen en las fabricas de procesamiento de los
alimentos. El desperdicio de alimentos cuantificado por la FAO (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura) por cada habitante de la Unidn Europea representa,
de media, 179 kilos de alimentos desechados en buen estado al afio, medio kilo de comida al
dia. Este problema mundial exige medidas a todos los niveles, siendo necesario y fundamental
reducir la pérdida y el desperdicio de alimentos para crear un mundo Hambre Cero y alcanzar
los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), especialmente el ODS 2 (Hambre Cero) y ODS 12
(Garantizar modalidades de consumo vy produccion sostenibles). La valorizacion de
subproductos de la industria alimentaria se presenta como una alternativa sostenible dentro del
marco europeo, considerando el grave problema medioambiental que provoca, donde 1.600 MT
de deshecho generan 3300 millones de toneladas de equivalente de CO, de gases de efecto
invernadero liberados a la atmdsfera por afio (FAO, 2020).

1.1.Industria agroalimentaria y subproductos alimentarios

La Comisidn Europea estima que se generan hasta 90 millones de toneladas de desechos
alimentarios en los paises de la Union Europea cada afio, el 39% de los cuales procede del
procesamiento de los alimentos. De hecho, las autoridades europeas han manifestado la
necesidad de un cambio radical en los sistemas de produccidn, consumo, procesamiento,
almacenamiento, reciclado y eliminacién de fuentes bioldgicas. Segun la Agencia Europea de
Medio Ambiente (ABE), la industria alimentaria europea representa 114.960 toneladas millones
de residuos, lo que representa alrededor del 4.6% del total generado en Europa. Por sectores,
las frutas y hortalizas se caracterizan por ser aquellas que generan mas biorresiduos (60%). Este
problema mundial exige medidas a todos los niveles, siendo necesario y fundamental reducir la
pérdiday el desperdicio de alimentos para crear un mundo Hambre Cero y alcanzar los Objetivos
de Desarrollo Sostenible (ODS), especialmente el ODS 2 (Hambre Cero) y ODS 12 (Garantizar
modalidades de consumo y produccion sostenibles) (FAO, 2020).

La industria alimentaria produce entre un 5 y un 90% de residuos en funcion del material de
partida. La ausencia de infraestructuras y procesos que permitan la gestiéon de este material,
junto con el elevado precio de su procesamiento, hacen que estos residuos constituyan un grave
problema. Aunque, en algunas ocasiones estos residuos son empleados en alimentacién animal
o en la fabricacion de compost, en la mayor parte de los casos, estos subproductos van
destinados al vertedero o son incinerados. Ambas opciones resultan en la emisidon de gases de
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efecto invernadero, como metano y diéxido de carbono, y la liberacion de contaminantes
(dioxinas, furanos, etc.).

La cuenca Mediterrdnea es una regidon vulnerable a los cambios climaticos y afectada por la
demanda de agua humana, siendo particularmente susceptible a los efectos perjudiciales de la
escasez de agua y la sequia. En cuanto a la Regidon de Murcia, la agricultura tiene una gran
relevancia debido a que asociada a esta existe una importante actividad industrial dedicada al
procesado de productos hortofruticolas.

En linea con la politica Residuo Cero, y respondiendo a las recomendaciones de la UE para 2030,
el desarrollo del presente proyecto representa un avance en la agricultura sostenible,
promoviendo también ventajas en la economia. Uno de los principales retos tecnoldgicos es el
uso de un conjunto de técnicas innovadoras para la valorizacién de los desechos generados en
el procesamiento de vegetales mediante la extraccion de distintos componentes, con el fin de
obtener extractos de alto valor funcional y con alta concentracién de compuestos bioactivos
(European Commission, 2023).

La valorizacion de los componentes bioactivos y funcionales presentes en la materia de desecho
del procesamiento industrial de materiales vegetales como limén, alcachofa y granada, objeto
principal de investigacidon de esta Tesis, depende de la naturaleza de los residuos, y estos se
pueden obtener y posteriormente transformar en innovadores aditivos funcionales para el
desarrollo de otros productos alimenticios, de nuevos materiales y también de la industria
cosmética, debido a la capacidad antioxidante y antimicrobiana que posee. De este modo, este
tipo de residuos industriales, que se consideran un punto critico para la cadena de produccién
debido a los altos costos de eliminacién, se convertiran en ingredientes con un alto valor
funcional.

Este tipo de estrategia viene avalada por la Comisidn Europea que contempla iniciativas que
permitan la utilizacidn de subproductos alimentarios descartados en los procesos productivos y
gue ademas tienen un valor afiadido que hay que aprovechar desde un punto de vista sostenible,
y esta intimamente ligada al concepto de economia circular, que relaciona los conceptos de
economia y sostenibilidad. Se trata de una estrategia cuya finalidad es alcanzar una sociedad y
una economia de "cero residuos", lo que légicamente implica reducir la generacién de residuos
y utilizar los generados como fuente de recursos para nuevos productos y aplicaciones. Este
concepto estd a la vez ligado al concepto de simbiosis industrial, cuyo objetivo es utilizar los
residuos de un determinado sector como materia de partida de otro sector industrial (Mirabella,
N. et al, 2014).

Actualmente, la regulacién vigente sobre residuos, tanto a nivel comunitario como nacional,
recomienda avanzar en la aplicacién de planes de gestidn y programas de prevencion, que
deberan seguir la siguiente jerarquia, por orden de importancia: prevencién, reutilizacion,
reciclaje, valorizacion y eliminacién de residuos (Directiva 2018/851 del Parlamento Europeo y
del Consejo, de 30 de mayo de 2018, sobre los residuos y por la que se derogan determinadas
Directivas y la Ley 7/2022 del 8 abril de residuos y suelos contaminados para una economia
circular).

El procesado de productos hortofruticolas es variable en funcién del producto buscado, ya sea
conservas, zumos, encurtidos, congelados, platos preparados, etc., y en consecuencia se lleva a
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cabo aplicando diferentes tecnologias y etapas: triturado, pelado, cortado, escaldado,
exprimido, congelado, etc. Sin embargo, a pesar de esta variedad de productos y tecnologias,
existe un punto en comun, y es que generan una cantidad muy importante de residuos vegetales
que son las partes de materia prima comercialmente no aprovechables. La Tabla 1 hace
referencia a los porcentajes de restos vegetales generados en el procesado de los diferentes
productos a tratar en esta investigacion.

Tabla 1. Porcentajes de restos generados en funcidn de la materia prima procesada. (Ayuso, L.
M. et al, 2014)

Materia Prima Tipo de restos % Restos total
Limén Piel, corteza, semillas 50-55
Granada Piel y semillas 60-67
Alcachofa Bracteas, tallos 60-65

Estos restos vegetales estan considerados como subproductos por la normativa de acuerdo con
el Capitulo 23 del Anexo 1 de la CE: “RESIDUOS Y DESPERDICIOS DE LAS INDUSTRIAS
ALIMENTICIAS”, siendo su destino principal la alimentacion animal de forma directa, una
practica tradicional que no siempre se lleva a cabo de forma controlada.

Espafia es el primer pais de la Unién Europea en superficie dedicada al cultivo, lo que supone la
generacion de millones de toneladas de subproductos y residuos a los que conviene dar una
salida viable técnica, econdmica y respetuosa con el medio ambiente, fomentado por la
Directiva Marco de Residuos que establece la obligatoriedad de su recogida y reutilizacion.
Desde hace varias décadas los residuos agroindustriales han sido un foco de atencion para
investigadores a nivel mundial. En la década de los afios 70, una parte importante de los
cientificos de todo el mundo enfocaron sus investigaciones hacia la utilizacién y
aprovechamiento de los residuos agroindustriales para la produccidn de compuestos utiles
como insumos de otros procesos industriales. Desde este marco de referencia, se puede
plantear que los residuos industriales y agricolas, como materiales en estado sdlido o liquido
que se generan a partir del consumo directo de productos primarios o de su industrializacidn, y
que ya no son de utilidad para el proceso que los generd, son susceptibles de aprovechamiento
o transformacion para generar otro producto con valor econémico, de interés comercial y/o
social (Fernandes de Araujo et al., 2021).

Esta tendencia a la revalorizacion de subproductos agroalimentarios esta respaldada por el
potencial de estos desechos, que podrian utilizarse para la obtencidn de compuestos de interés
de alto valor afadido. De hecho, las cascaras, semillas, tallos o pulpas vegetales se consideran
materias primas para obtener ingredientes bioactivos con multiples aplicaciones,
principalmente para la produccién de ingredientes alimentarios, cosméticos o nutracéuticos.
Ademads, se ha demostrado que los compuestos bioactivos de desechos vegetales poseen
propiedades antioxidantes y antimicrobianas en aditivos alimentarios que se utilizan con fines
conservadores, por lo que darles un valor a estos subproductos constituye una alternativa muy
atractiva desde el punto de vista econdémico y medioambiental. En la Gltima década se han
realizado diversos estudios cuyo objetivo principal es la revalorizacion de estos residuos
hortofruticolas debido a que son fuentes de diferentes compuestos bioactivos de interés tales
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como fibra, vitaminas, polifenoles, carotenoides, glucosinolatos, acidos, grasos insaturados,
fitoestrégenos, isoprenoides, &acidos grasos vegetales, compuestos organosulfurados,
compuestos aromaticos, azucares, materias gelificantes (pectinas), aceites, aromas y sabores.
Asi pues, muchos de estos compuestos de interés han demostrado tener un elevado potencial
para su valorizacién industrial como aditivos, conservantes, antimicrobianos, biofertilizantes,
biopesticidas, etc (Marmol, I. et al, 2019).

Aparte de las ya conocidas vitaminas, minerales y fibra dietética que se encuentran en frutas y
verduras, existen otros compuestos bioactivos, con efectos potencialmente beneficiosos sobre
la salud humana. Estos fitoquimicos pertenecen a los metabolitos secundarios de las plantas e
incluyen terpenoides, compuestos azufrados, compuestos nitrogenados y compuestos
fendlicos. Los compuestos fendlicos pueden sintetizarse a partir de dos rutas metabdlicas, la via
del acido shikimico, que da lugar a fenilpropanoides, y la via del acido acético, que puede
producir fenoles simples, o la combinacidn de ambas que da lugar a la formacion de flavonoides.
Sus funciones en las plantas incluyen desde contribuir al soporte mecanico, la pigmentacién, el
crecimiento y el desarrollo (como agentes de sefializacidn), hasta actuar como agentes de
defensa contra dafios fisiologicos y ambientales (Vazquez-Ovando, A. et al, 2016).

Los compuestos fendlicos estdn ampliamente distribuidos en las plantas y se han descrito mas
de 8.000 moléculas. Estas especies contienen al menos un anillo aromdtico con uno o mas
grupos hidroxilo. Por lo tanto, pueden encontrarse desde compuestos de un solo anillo
aromatico con bajo peso molecular hasta moléculas complejas conjugadas con azlcares o acidos
organicos. En funcién de su estructura quimica, el nimero de anillos fendlicos y los elementos
estructurales que se unen a estos anillos, los (poli)fenoles pueden clasificarse en cinco grupos,
flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos, elagitaninos y lignanos (Singh, A. et al, 2011).
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Figura 1. Clasificacidon de los compuestos fendlicos.
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Dentro de esta familia de compuestos fendlicos, encontramos compuestos de interés como
flavonoides, los cuales estdn presentes en residuos citricos como corteza de limén, entre ellos
la Hesperidina y Neoeriocitrina cuyas estructuras son de tipo flavonona. Otro compuesto
presente en limén es la Luteolina, también de estructura flavona. Por otra parte, con respecto a
los acidos fendlicos, muy comunes en residuos de la industria de la alcachofa como bracteas y
el tallo, es importante destacar los dcidos clorogénico, cafeico y la cinarina (acido
hidroxicinamico). En la industria de procesado de granada, cuyo principal residuo es su corteza,
encontramos en mayoritariamente el grupo de Elagitaninos como la Punicalagina y el acido
Eldgico (Singh, A. et al, 2011).

A continuacidn, se resumen las caracteristicas estructurales de estos compuestos.

Flavonoides. La estructura bdsica del esqueleto de los flavonoides consiste en un anillo de
cromon-4-ona al que se une un grupo arilo en posicién 2. La variacién en el grado y posicién de
la hidroxilaciéon y el tipo de sustituyente en el heterociclo hace que puedan clasificarse en once
grupos. Segun su contribucion al contenido alimentario, las principales subclases de flavonoides
son flavonoles, flavanonas, flavonas, isoflavonas, antocianinas y flavanoles. Los flavonoides
estan ampliamente presentes en las plantas, particularmente en la epidermis de las hojas y la
piel de los frutos (Abbas, M. et al, 2017).

Figura 2. Estructura molecular de un flavonoide.

Los flavonoles son los principales flavonoides presentes en el reino vegetal, su biosintesis se
activa por la luz. Contienen un grupo hidroxilo en el atomo de carbono tres del anillo de
cromona. Los mds representativos son la quercetina, el kaempferol y la miricetina, que se
encuentran predominantemente como O-glicésidos. También pueden estar presentes como
agliconas. Las principales fuentes de flavanoles son la cebolla amarilla, la col rizada, el brécol, las
manzanas, el té y el clavo (Kamiloglu, S. et al, 2020).

Figura 3. Estructura molecular de la quercetina, un flavonol.

Las flavanonas no son moléculas planas, y contienen un centro quiral en C2. Suelen estar
glicosiladas por un disacarido (rutindsido o neohesperidésido) a través de un grupo hidroxilo en
C7. Si el disacarido es neohesperidosidoido, adquiere un sabor amargo, mientras que en
presencia de rutinosido da lugar a flavanonas insipidas. Se encuentran en altas concentraciones
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sobre todo en los citricos, como pomelos, naranjas y limones. Las mds comunes son la
naringenina, la hesperidina y el eriodictiol (Motilva, M. J. et al, 2013).
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Figura 4. Estructura molecular de la hesperidina, una flavanona.

Las flavonas comparten una caracteristica interesante como es su falta de hidroxilacién en C3.
Estan representadas por la luteolina y la apigenina, la mayoria en forma de 7-O-glicdsidos. Al
contrario que los flavonoles, éstos no estan presentes en las frutas. Sin embargo, se ha
encontrado una cantidad significativa en el perejil y el apio, asi como, en el pimiento verde, el
brdcoli, las aceitunas y algunas hierbas (salvia, tomillo, orégano) aunque en menor cantidad
(Durazzo, A. et al, 2019).

Figura 5. Estructura molecular de la luteolina, una flavona.

Las isoflavonas se caracterizan por tener un anillo de benceno unido a C3. Las tres moléculas
principales son la genisteina, la daidzeina y la gliciteina, que se encuentran casi exclusivamente
en plantas leguminosas, y las mayores concentraciones se dan en la soja y sus productos
procesados (Abbas, M. et al, 2017).

HO @]

Figura 6. Estructura molecular de la genisteina, una isoflavona.

Las antocianinas, formadas por una columna vertebral de catién cromenilo, estan estructuradas
por una unidad de aglicona (antocianidina) con un glucésido. Las seis antocianidinas mas
comunes son la pelargonidina, la cianidina, la delfinidina, la peonidina, la petunidina y la
malvidina. Estas estan presentes predominantemente en frutos y flores, pero también se
encuentran en hojas, tallos y raices, y son responsables de los colores rojo-naranja, a azul-violeta
(Castaneda-Ovando, A. et al, 2009).
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Figura 7. Estructura molecular de la petunidina, una antocianina.

Los flavanoles son la subclase estructuralmente mas compleja de los flavonoides, e incluyen
desde moneros simples, la catequina y su isémero la epicatequina, hasta estructuras complejas
denominadas proantocianidinas que comprenden dimeros, trimeros y oligdmeros. Los
mondmeros son moléculas no planas, con dos centros quirales. Suelen estar unidos a un grupo
hidroxilo, aunque también pueden estar esterificados con acido gélico (Herrero, M. et al, 2019).
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Figura 8. Estructura molecular de la catequina, un flavanol.

Acidos fendlicos. Como resultado de la variacién en el grado vy la posicién del grupo carboxilico
en el anillo aromatico o en una cadena propanoica lateral, los acidos fendlicos pueden
subdividirse en dos grupos, &acidos hidroxibenzoicos y &cidos hidroxicindmicos. Estos
contribuyen a algunas caracteristicas organolépticas importantes de los alimentos, como el
color, el sabor, la astringencia y la dureza (Rashmi, H. B. et al, 2020).

Los dcidos hidroxibenzoicos estan presentes de forma natural en su forma soluble, conjugados
con un azucar o acidos organicos o, en su forma ligada, unida a los constituyentes de la pared
celular como lignina. Los mas representativos son el acido galico, el 4cido p-hidroxibenzoico, el
acido vanilico, acido siringico (Kumar, M. et al, 2019).

O+ _-OH

HO OH
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Figura 9. Estructura molecular del acido galico, un acido hidroxibenzoico.

En cuanto a los dcidos hidroxicindmicos mas representativos, comiUnmente se encuentran
conjugados como ésteres con acidos quinicos o glucosa, o como amidas (conjugados con mono
o poliaminas, aminoacidos o péptidos). Los mas comunes son el acido cafeico, el acido ferlico,
el acido sinapico y el acido p-cumarico. Mientras que el acido cafeico es el acido fendlico mas
abundante en la mayoria de las frutas, el acido ferdlico se encuentra principalmente en los
cereales, como el trigo, el arroz, la avena y el maiz (Kumar, M. et al, 2019).
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HO

HO
Figura 10. Estructura molecular del acido cafeico, un acido hidroxicinamico.

Elagitaninos. Son una clase de taninos hidrolizables, polifenoles formados principalmente de la
unién oxidativa de grupos galoilo en la glucosa 1,2,3,4,6-pentagaloilo. Desde un punto de vista
quimico, los elagitaninos se diferencian de los galotaninos en que sus grupos galoilo estdn
conectados mediante enlaces C-C, mientras que los grupos galoilo de los galotaninos estdn
conectados por enlaces depsido (compuesto polifendlico que constan de dos o mas unidades
aromaticas). Los elagitaninos generalmente forman macrociclos, mientras que los galotaninos
no. Los ellagitaninos contienen un numero variable de unidades de hexahidroxidifenoilo, asi
como unidades de galoilo ligados a una fraccidn azucarada. Los elagitaninos estan presentes en
el mundo vegetal como en la granada, que contiene numerosas sustancias beneficiosas para
nuestro organismo, entre ellas elagitaninos como punicalagina y acido elagico, vitaminas y
minerales. Los ellagitaninos son moléculas de especial interés por sus propiedades antioxidantes
y neuroprotectoras (Sepulveda, L. et al, 2011).

Figura 11. Estructura molecular del dcido eldgico, un elagitanino.

Los compuestos polifendlicos en general son compuestos con capacidad antioxidante, que
pueden actuar mediante dos mecanismos de accidn; en el primero la molécula de polifenol
reacciona con el radical libre, con la transferencia de un atomo de hidrégeno. En el segundo el
oxidante transfiere un electrén singlete (Mendoza-Isaza, N. A. et al, 2020).

Ademas, los compuestos polifendlicos también se conocen por su capacidad antimicrobiana.
Esto se debe a que pueden aumentar el contenido de radicales libres oxidantes y causar estrés
oxidativo enddgeno en cepas bacterianas. Estos compuestos aumentan la permeabilidad de la
membrana bacteriana interna, anulando su potencial, disminuyendo la producciéon de ATP, el
transporte de la membrana y su movilidad (Xiong, L. G. et al, 2017).

La naturaleza y distribucién de los compuestos fendlicos en nuestra dieta dependen de la matriz
alimentaria. En general, las frutas y verduras podrian contener hasta 200-300 mg de polifenoles
por 100 g de peso fresco, por lo que pueden considerarse una gran fuente de compuestos
bioactivos (Rasouli, H. et al, 2017).

Como se comentd antes, la necesidad actual de una cadena alimentaria sostenible exige la
implementacion de un enfoque de economia circular en las industrias de procesamiento. El
enfoque principal de este es revalorizar las partes descartadas de vegetales debido a su gran
contenido en compuestos bioactivos.
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1.2.Industria de los citricos y sus compuestos de interés

Los citricos pertenecen al género Citrus y a la familia Rutaceae , y son frutas ampliamente
comercializadas. En este grupo se encuentran el limén, la naranja, la lima, el pomelo y la
mandarina, con diversas variedades que dependen de la regién en la que se cultive cada una de
ellas. En la Regidn de Murcia el limdén (Citrus Limdn L. Burm), la naranja (Citrus X Sinensis) y la
mandarina (Citrus Reticulata/Unshiu) son las de mayor relevancia. Uno de los desechos agricolas
mas significativos de la regidn mediterrdnea es la piel de los frutos citricos. Las empresas
dedicadas a la industrializacién de citricos (limén, naranja, mandarina, lima y pomelo), ya sea
para producir zumos, cremogenados u otros productos, generan un porcentaje de residuos
proximo al 50% del peso de la fruta entera original en forma de corteza constituida
fundamentalmente por el albedo vy el flavedo, semillas, membranas y hollejos de las vesiculas
del jugo (Marin, F. R. et al, 2007).

En la actualidad, el tratamiento y procesamiento de los residuos generados en la cadena de
citricos industriales representan uno de los problemas mas importante en la empresa
agroalimentaria, concretamente, el 50% de los citricos son procesados, generando asi entre 2y
2.5 millones de toneladas en el area mediterranea. Dichos residuos suponen altos costes de
eliminacion, por lo que se considera un punto critico en términos de sostenibilidad ambiental y
econdmica dentro del sector (Ailimpo, 2020).

Por otra parte, las cortezas de citricos son ricas en fibra dietética, flavonoides, carotenoides y
otros muchos nutrientes valiosos que se pierden cuando se desechan como residuos. A esto se
une el hecho de que, si se tratan como materiales de desecho, ocasionan notables problemas
ambientales, particularmente la contaminacién del agua. No obstante, este problema podria
convertirse en una ventaja, si los subproductos potencialmente comercializables pueden
extraerse y valorarse en varios ingredientes de valor afadido.

El procesamiento de citricos en la agroindustria tiene diferentes fases, desde la recoleccion de
materias primas hasta la obtencién de los productos deseados. Durante este proceso, se genera
una cantidad significativa de residuos. La naturaleza de los residuos mencionados son frutas de
baja calidad y, especialmente, partes de las frutas sin valor comercial (corteza), que se eliminan
durante el proceso de transformacion. Este enorme volumen de residuos de citricos no se
gestiona y elimina mediante enfoques cientificos y técnicos avanzados, sino que se realiza
principalmente de manera inadecuada.

Los subproductos de los citricos representan una importante fuente de flavonoides,
encontrandose la mayoria de estos en la corteza. Los principales polifenoles que se encuentran
en los citricos son los flavonoides, de los cuales los mas abundantes en el limén son los
siguientes: flavanonas, flavonas, flavonoles y antocianinas (Horowitz, 1963).

Estudios realizados por Fernandez et al, demuestran que las concentraciones presentes en la
piel de limén son de alrededor de 1900 mg/kg peso fresco de polifenoles totales (Fernandez-
Lépez et al, 2004).

Los principales compuestos bioactivos encontrados en el limén son la hesperidina y
neoeriocitrina, compuestos de tipo flavanona, encontrandose localizados en el flavedo y en el
albedo de la corteza de limén (Pei-Hsin, S. et al, 2013).
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Tabla 2. Estructura de diferentes flavonas (Barreca, H. et al, 2010).

R1 Rz R3 R4 Rs Compuesto
Glucosa OH Glucosa H OH  Vicenin-2 (Apigenin 6,8-di-C-glucdsido)
Glucosa OH Glucosa OH OCH; Diosmetin 6,8-di-C-glucésido
Glucosa OH Glucosa OCHs; OH Crisoeriol 6,8-DI-C-glucésido
Ry
Ry P
Ry 0
L
F:‘1
OH O

Tabla 3. Estructura molecular de diferentes flavanonas (Barreca, H. et al, 2010).

R1 R Rs3 Compuesto
O-Rutinosa H OH Narirutina (Naringenina 7-O-rutinésido)
O-Rutinosa OH OCH; Hesperidina (Hesperidina 7-O-rutinésido)
O-Neohesperidosa OH OH  Neoeriocitrina (Erioditiol-7-O-neohesperiddsido)
O-Neohesperidosa O-glucosa OH Luteolin-neohesperidosidose
Rs
R,

La mayoria de los flavonoides en los citricos son flavanonas: la hesperidina, la narirutina y la
neoeriocitrina predominan en los limones. Estos compuestos han atraido un interés
considerable debido a sus efectos beneficiosos para la salud. Muchos trabajos publicados han
referido que los flavonoides citricos poseen actividades bioldgicas notables, como antioxidantes
(Wang, Y. et al, 2020), antiinflamatorios (Carvalho, J.d.S. et al, 2021), anticancerigenos (Koolaji,
N. et al, 2020), antidiabéticos y efectos de proteccién cardiovascular (Gandhi, G.R. et al, 2020),
asi como potenciales antiplaquetarios (Olas, B. 2021).

Los citricos también presentan otros compuestos tipo terpenoide, como la limonina, compuesto
triterpenoide, importante metabolito secundario con una importante actividad bioldgica en las
plantas. Estudios recientes han demostrado que tiene actividades antitumorales,
neuroprotectoras, antioxidantes y otras actividades bioldgicas, especialmente sus efectos
supresores sobre el tallo tumoral. También compuestos tipo esteroide, donde encontramos el
acido nomilinico que es una lactona esteroidea. (Singh, Y. et al, 2022)
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Figura 12. Estructura molecular limonina (izquierda) y 4cido nomilinico (derecha).
Otro de los compuestos presentes es el dcido ascérbico (vitamina C), los productos enriquecidos
con vitamina C han ganado mucho interés en el mercado debido a los beneficios que tiene en la
salud humana. De hecho, la vitamina C es un componente importante en la dieta alimentaria ya
que mejora la absorcién de hierro no hémico (Teucher, B. et al., 2004), y porque podria estar
relacionada con un menor riesgo de patologias como enfermedades cardiacas y cdncer.
(Lykkesfeldt , 2020)

I
..-ulo

Figura 13. Estructura molecular vitamina C.

Algunos flavonoides, como los de estructura tipo flavanona, pueden captar directamente
especies reactivas de oxigeno (ROS), como superdxido (Oy), agua oxigenada (H.0,) o acido
hipocloroso (HOCI), que pueden ser muy daiinos para lipidos, proteinas y DNA. Los flavonoides
actian fundamentalmente como tampones, capturando radicales libres con formacién del
radical flavinico, mucho menos reactivo ya que los electrones desapareados estan mas
deslocalizados. La hesperidina tiene una estructura molecular tipo flavanona, la cual actdia como
antioxidantes al unirse a especies reactivas de oxigeno (ROS) para limitar la cantidad de radicales
libres (Zheng, M. et al, 2021).

1.3.Industria de la alcachofa y sus compuestos de interés

La alcachofa (Cynara Scolymus L.) es una planta herbacea perenne perteneciente al género
Cynara y la familia Asteraceae. Cominmente conocida como alcachofa de globo, se consume
tradicionalmente en la dieta mediterranea. Su cultivo se considera una actividad importante de
la agroeconomia de estos paises mediterraneos (Sonnante, G. et al, 2007; Abu-Reidah, I. M. et
al, 2013). La region mediterranea tiene una produccién anual de alrededor de 770.000
toneladas. La porcidon comestible de esta planta incluye el receptaculo de flores inmaduras y las
bracteas internas, denominadas “capitulos” o cabezas. Durante el procesado de la alcachofa, los
residuos, principalmente hojas o tallos externos, representan aproximadamente el 60-80% del
total de material vegetal cosechado, lo que se traduce en mas de 460.000 toneladas de residuos
generados anualmente. Sin embargo, estos subproductos poseen un gran contenido de
compuestos bioactivos, inulina, fibras y minerales (Lattanzio, V. et al, 2009; El-Mesallamy, A. M.
D. et al, 2020; Sanchez-Rabaneda, F. et al, 2003; Pandino, G. et al, 2013; Orlovskaya, T. V. et al,
2007)
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A pesar de su contenido en estos interesantes compuestos, es la presencia de otras especies
bioactivas lo que ha despertado mayor interés, especialmente los compuestos fendlicos
(Shallan, M. A., et al. 2020). Ademas, la alcachofa se ha utilizado con fines medicinales desde la
antigliedad, considerandose un alimento funcional (Lattanzio, V. et al, 2009; EI-Mesallamy, A.
M. D. et al, 2020). En consecuencia, la revalorizacion de subproductos alimentarios como
material fuente de bioactivos ha experimentado un gran crecimiento debido a los beneficios
econdmicos y ambientales que produce. En el caso de la alcachofa, los estudios mas recientes
basaron su investigacion en bracteas externas, hojas y subproductos de tallos florales, que se
consideran los principales descartes del procesamiento de la alcachofa por no ser aptos para el
consumo humano (Rejeb, I. B. et al, 2020).

Estudios realizados por diversos autores como el de Fratianni et al, sefialan que las hojas
externas de alcachofa de algunas variedades poseen concentraciones importantes de
compuestos de interés con actividad antioxidante. Los principales compuestos que se
encuentran en las brdcteas son el acido 1,3-O-dicafeilquinico (cinarina), seguido del acido
clorogénico. También se han encontrado concentraciones de cinarina en el tallo. Otro
compuesto que se puede encontrar en elevadas concentraciones en las hojas externas de la
alcachofa es el acido cafeico (Fratianni, F. et al, 2007).

Cinarina. También llamada 4acido 1,3-O-dicafeoilquinico, es un fitoquimico de la alcachofa
conocido por sus potenciales actividades farmacolégicas como antioxidante, antibacteriano,
antirradical, anticolinérgico, antiaterosclerdtico, anti-VIH, anticancerigeno y reductor del
colesterol.

OH

OH

HO

OH

HO
Figura 14. Estructura molecular de la cinarina.

Acido clorogénico. También llamado acido 5-O-cafeoilquinico, es el éster de acido cafeico y del
acido quinico, funcionando como un intermedio en la biosintesis de la lignina. En consecuencia,

se ha prestado especial atencion al acido clorogénico por estar asociado a la via del metabolismo
secundario de diversas moléculas en las plantas (Pereira, J. C. et al, 2018). Numerosos
investigadores han establecido los beneficios para la salud del acido clorogénico, como la
reduccion de la respuesta glucémica a la sobrecarga de glucosa (Garambone, E. et al, 2007), la
accion antioxidante (Scorsatto, M. et al., 2017) y prevencidn y reversion de la hemélisis asociada

al dafio del hidroperéxido de t-butilo en eritrocitos humanos (Portela, J. L. et al., 2017).

Lou Z. et al. encontraron actividad antimicrobiana en diferentes extractos de hojas de bardana
(Arctium lappa) que contenian acido clorogénico. Concluyeron que el acido clorogénico muestra
una fuerte actividad antimicrobiana, por lo que también se planteé la hipétesis de que se dirige
a los procesos intracelulares de las bacterias, excepto la permeabilizaciéon de la membrana. El
acido clorogénico puede unirse y penetrar en la membrana bacteriana, provocando dafo a la
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integridad de la membrana y resultando en muerte bacteriana. En este estudio si observé que
este compuesto actla con mayor intensidad sobre bacteria Gram Positivas como la Listeria y
con menos intensidad sobre las bacterias Gram Negativas como la Salmonella (Lou, Z. et al,
2011).

HO, CO,H

@°
HOY " Yo~ ~F

OH
OH

OH
Figura 15. Estructura molecular del acido clorogénico.

Acido cafeico. También conocido como 4&cido 3,4-dihidroxicindmico, es un compuesto
metabolito producido por las plantas, clasificado como hidroxicinamato y fenilpropanoide. El
acido cafeico esta disponible en ardndanos, manzanas, sidra, café y propdleos, entre otros.
También se conoce como inhibidor carcinogénico y tiene un alto efecto antioxidante y cierta
actividad antimicrobiana. Ademads, puede ayudar a prevenir enfermedades cardiacas y
aterosclerosis, entre muchos otros beneficios. (Tabart, J. et al, 2009)

O
HO

HO
Figura 16. Estructura molecular del acido cafeico.

Los estudios cientificos ya han demostrado la relacién de una dieta rica en antioxidantes y la
proteccion de las enfermedades resultantes del dafo oxidativo (Wang, J. et al, 2017). Algunas
sustancias conocidas por su actividad antioxidante, como los tocoferoles, el B-caroteno y el
acido ascérbico, tienen una actividad inhibidora restringida sobre los procesos de radicales
libres; Los compuestos fendlicos contribuyen mucho mds a la inhibicién del dafio oxidativo
(Ignat, I. et al, 2011; Harasym, J. et al, 2014).

Los antioxidantes actuan inhibiendo y reduciendo los resultados provocados por especies de
radicales y compuestos oxidantes. Sin embargo, los antioxidantes fendlicos funcionan como
captadores de especies reactivas, que incluyen radicales libres, y actian continuamente sobre
la quelacién de metales en la etapa de iniciacion y en el proceso oxidativo (Hynes, M. J., et al,
2004).

El interés en una alimentacién saludable, en las caracteristicas antioxidantes y en los posibles
beneficios para la salud de una dieta rica en compuestos fendlicos antioxidantes estd
aumentando con el tiempo (Roleira, F. M. et al, 2015). El 4cido cafeico y el acido ferdlico, asi
como otros antioxidantes fendlicos naturales, lograron una atencidon notable como agentes
fotoprotectores prometedores, y pueden utilizarse en productos para el cuidado de la piel
debido a su actividad antioxidante (Yamada, Y. et al, 2006; Murray, J. C. et al, 2008).
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1.4.Industria de la granada y sus compuestos de interés

Punica granatum L., comUnmente conocida como granada, es originaria de la region
mediterranea y hoy en dia se cultiva y consume en todo el mundo como fruta fresca, zumo
extraido, mermelada, infusién o ingrediente en varias recetas. En la producciéon industrial de
zumo de granada la estadistica es que de cada tonelada de fruta fresca genera 669 kg de
subproducto que contiene 78% de cdscara y 22% de semillas (EI-Shamy, S. et al, 2021). Las
cascaras de granada, que constituyen el 50% de la fruta entera, son el principal componente de
desecho de la produccién de zumo de granada, ademas de ser muy ricas en fibra, contiene un
alto contenido de polifenoles en comparacién con su concentracion en cualquier otra parte de
la fruta, conteniendo alrededor de 249.4 mg/g de compuestos fendlicos (expresado en
equivalentes de 4cido tanico) (Akhtar, S. et al., 2014).

La granada se ha utilizado en la medicina popular desde la antigliedad y es conocida por una
variedad de efectos que promueven la salud, que incluyen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antidiabéticas y antimicrobianas (Andrade, M. A. et al,
2019). Las moléculas bioactivas que se encuentran con mayor frecuencia son las antocianinas y
los taninos hidrolizables (punicalina, punicalagina, acido galico y acido elagico), especificamente
punicalaginas, que son multiples ésteres de acido galico y glucosa conocidos por sus propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias (Kharchoufi, S. et al., 2018).

Punicalagina. Es un elagitanino antioxidante con 16 grupos hidroxilo, y es el compuesto principal
de los polifenoles de la granada (Punica granatum L.). Posee diversa bioactividad, incluyendo
propiedades antiinflamatorias y anti-apoptosis. (Kong, J. et al., 2020). Ademads, estudios
anteriores han revelado que las altas dosis orales repetidas de Punicalagina en ratas no fueron
tdxicas. Este hecho parece indicar que la punicalagina se considera un conservante de alimentos
prometedor debido a que no es un compuesto téxico para seres vivos y un candidato medicinal
(Cao, Y. etal., 2019).

HO OHHO OH

Figura 17. Estructura molecular de la punicalagina.

La punicalagina representa alrededor del 70% de los elagitaninos totales en la cascara de la
granada, con un gran peso molecular de 1084,7 Da y las caracteristicas de un alto grado de
hidroxilacion. Al igual que otros polifenoles, la punicalagina de la cdscara de la granada exhibe
muchas bioactividades, como actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales,
antibacterianas, anticancerigenas y antiaterosclerdticas (Almowallad, S. et al., 2020).
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Punicalina. Es un elagitanino, también conocido como 4,6-(S,S)-galagil-D-glucosa. Es un
compuesto bioactivo que se encuentra en la granada, encontrandose en la cascara de granada
en baja concentracidn, aproximadamente del 2% (Wang, Y. et al, 2013).

Figura 18. Estructura molecular de la punicalina.

Este compuesto ha generado un interés particular con respecto a los efectos en la salud humana,
incluidas las actividades antioxidantes (Tzulker, R. et al, 2007), la terapia multidirigida contra el
cancer (Heber, D., 2008), la actividad inhibidora del VIH- 1 transcriptasa inversa (V. Martino, V.
et al, 2004)

Acido Eldgico. El 4cido elagico es un polifenol natural que se encuentra ampliamente distribuido
en nueces y frutas, incluidas nueces, granadas, arandanos y fresas (Kikuchi, H. et al, 2021).
Diversos estudios refieren que posee actividades bioldgicas tales como antioxidante, anti-
fibrosis y antiinflamatorio (Gupta, A. et al, 2021). En particular, el acido elagico tiene un
excelente potencial antioxidante gracias a su actividad quelante de metales, la actividad de
eliminaciéon de radicales y la mediacién de la actividad de la enzima antioxidante (Vekiari, S. A.
et al, 2008). Ademds, la actividad captadora de radicales del acido elagico inhibe
significativamente la peroxidacion lipidica, y por otra parte, se ha usado para prevenir el cancer,
el sistema cardiovascular y la diabetes. El acido eldgico se aplica ampliamente en diversos
campos, como las industrias de alimentos y medicamentos, debido a sus diversas actividades
bioldgicas, que incluyen fuertes propiedades antioxidantes, anticancerosas y antimutagénicas
(Zeb, A. et al, 2018).

Figura 19. Estructura molecular del acido elagico.

La punicalina y el acido elagico en la cascara de la granada actian como inhibidores de la a -
glucosidasa, disminuyendo de este modo la absorcién de carbohidratos desde el tracto
digestivo, reduciendo los niveles de glucosa después de las comidas. El resultado es una demora
en la digestidn de los hidratos de carbono con reduccidn de los picos glucémicos postprandiales,
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por lo que su utilidad clinica es la correccion de hiperglucemias postprandiales (Bellesia, A. et
al., 2015).

Pedunculagina. Es un elagitanino el cual se forma a partir de casuarictin a través de la pérdida
de un grupo de galato.

OH

OH

OH

Figura 20. Estructura molecular de la pedunculagina.

Estudios como el de Silva, R. M et al muestran el poder antioxidante y los efectos beneficiosos
para la salud de este compuesto, concluyendo que no solo protege el ADN de lesiones, sino que
también acelera la eficiencia de la reparacién del ADN en las células dafiadas (Silva, R. M. et al,
2016).

1.5.Técnicas de extraccion para la obtencion de compuestos organicos en los
subproductos alimentarios

La gestidn de residuos agricolas se contempla como un enfoque vital para lograr la conservacion
de los recursos y mantener la calidad del medio ambiente. El concepto actual de quimica verde
se extiende en todo el mundo, afectando a la estrategia de aislamiento de macromoléculas de
las plantas y, como resultado, en los ultimos afios novedosas técnicas respetuosas con el medio
ambiente han surgido como una alternativa a los métodos tradicionales.

De este modo, a medida que aumenta la produccién, también aumenta la generacion de
residuos sélidos y liquidos, lo que representa cantidades significativas de subproductos no
explotados plenamente a nivel industrial. Un ejemplo de ello, son cantidades significativas de
cascaras de citricos, bracteas y tallos de alcachofa y corteza de granada como subproductos.
Estos subproductos se consideran recursos econémicos y renovables para la produccién de
compuestos/extractos valiosos. (Sarangi, P. K. et al, 2023)

Por ello, con el fin de reducir el impacto ambiental causado por los materiales de desecho de la
industria alimentaria de los citricos, alcachofa y granada se plantea el desarrollo de alternativas
necesarias para obtener productos de valor afiadido a partir de estos residuos que puedan ser
explotados en diferentes mercados.

Los principales compuestos de interés contenidos en un material vegetal pueden ser extraidos
mediante diversas técnicas extractivas. La extraccion es un proceso que utiliza diferentes
disolventes (mds o menos polares), dependiente del tipo de extracto a conseguir. El agua es uno
de los disolventes mas utilizados, pero tiene un poder de extraccidn relativamente pequefio
comparado con otros disolventes organicos también empleados. Por esta razén, es un objetivo
fundamental de este estudio aumentar el poder de extraccién del agua mediante el empleo de
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diferentes tecnologias sostenibles con el medioambiente, a la par que novedosas en estos
sectores, y reemplazar a los disolventes organicos.

El fin dltimo de estas técnicas extractivas es el aprovechamiento de los subproductos vegetales
para la obtencidn de compuestos organicos de alto valor anadido, por sus caracteristicas
funcionales, antimicrobianas o antioxidantes, para la industria agraria, alimentaria, cosmética
y/o farmacéutica. En relacion con el estado del arte actual para la obtencién de estos
compuestos de interés de subproductos agroalimentarios, se describen a continuacion las mas
relevantes. (Sarangi, P. K. et al, 2023)

Extraccion convencional con disolventes. Se basa en la transferencia selectiva del compuesto de

interés desde una mezcla sélida o liquida con otros compuestos hacia una fase liquida
(normalmente un disolvente orgdnico). El éxito de la técnica depende bdsicamente de la
diferencia de solubilidad en el disolvente de extraccidn entre el compuesto deseado y los otros
compuestos presentes en la mezcla inicial. Cabe destacar métodos como la extraccion tipo
maceracion y tipo Soxhlet, que suelen hacer uso de disolventes organicos muy contaminantes
para la obtencidn de compuestos de organicos (Marsoul, M. et al., 2020).

Extraccion _mediante tratamiento enzimdtico. Las enzimas, como es sabido, actian como

catalizadores de una reaccién, acelerando el proceso. Con las enzimas apropiadas se consigue
romper la estructura de las membranas celulares para provocar la liberacién del compuesto de
interés en el interior de la estructura vegetal. Con esta extraccidn se pretende un aumento del
rendimiento y facilitar la extraccién de compuestos de fendlicos del material vegetal con la
mayor pureza posible. Los principales factores que influyen en las reacciones enzimaticas son:
pH, temperatura, cofactores, concentracién de sustrato y de productos finales, actividad de
inhibidores, costes y disponibilidad del compuesto de interés (Gligor, O. et al., 2019).

Extraccion asistida por ultrasonidos. Esta técnica extractiva se basa en la utilizacién de sonidos

de alta frecuencia para extraer un compuesto de interés de residuos agroalimentarios. Utiliza
ondas que causan una presion negativa a través de un liquido suficiente para que la distancia
entre las moléculas del mismo exceda la minima distancia molecular requerida para mantener
el liquido intacto, lo que origina que las fuerzas de cohesién se rompan y se cree un vacio. A este
vacio es a lo que se denomina burbujas de cavitacidn. Las colisiones entre las burbujas de
cavitacion constituyen la primera fuente de los efectos quimicos y mecdanicos de la energia de
ultrasonido. Al reducir el tamafio de las particulas del material vegetal, se aumenta el area de
exposicién al solvente y a la cavitacidn producida. Se requiere de un medio liquido, un generador
de energia y un transductor, el cual convierte energia eléctrica, magnética o cinética en energia
acustica (Khandare, R. D. et al., 2020). Cuando se aplican ultrasonidos lo suficientemente
intensos, los ciclos de expansidn pueden crear burbujas o cavidades en el liquido, y cuando las
burbujas explotan (porque no pueden absorber mas energia) se producen temperaturas y
presiones muy elevadas que favorecen la liberacién de compuestos. El empleo de la extraccion
asistida por ultrasonidos para la extraccién de los compuestos de interés, como los compuestos
polifendlicos, aumenta el rendimiento de extraccidn para la materia vegetal de los subproductos
agroalimentarios (Dzah, C. S. et al., 2020).

Extraccion con fluidos subcriticos. La extraccion de agua subcritica es una técnica sostenible con

el medioambiente que utiliza las propiedades Unicas del agua subcritica, es decir, agua caliente
por encima del punto de ebullicién a condiciones de alta temperatura-presién justo por debajo
de su punto critico (374 °C, 220 bar). El uso de agua subcritica se basa en un rango de
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temperatura y presion de (100-250 °C) y (1-15 MPa) respectivamente. El conocimiento de los
cambios en el agua con la presién y la temperatura es fundamental para comprender este
método, esto se debe a la constante dieléctrica, que se reduce a valores similares a los del
disolvente organico en condiciones subcriticas. Las propiedades fisico-quimicas del fluido se
modifican, lo que le confiere una mayor reactividad que se aproxima a la de los disolventes de
polaridad reducida. El fluido en estado subcritico, ademds de tener una difusividad mayor,
puede sustituir potencialmente a los disolventes orgdnicos, como el metanol o la acetona, para
determinadas aplicaciones. Las aplicaciones industriales adecuadas para esta tecnologia son
sobre todo la hidrdlisis y la extraccién selectiva. Sus ventajas son numerosas:
o Las extracciones son mas rapidas, debido a la mejor difusividad del disolvente.
o Los costes de tratamiento de los efluentes se reducen, y no se producen emanaciones
de componentes orgdnicos volatiles.
o Desaparecen los problemas asociados al contenido residual de disolventes, a veces
téxicos, en los productos acabados.
o Ya no es necesaria la etapa tradicional de desolventizacién de la materia prima tras la
extraccion, lo que permite reducir los consumos de energia.

De este modo, el procedimiento se integra totalmente en el marco de una quimica mas segura
y respetuosa con el medioambiente (Trigueros, E. et al., 2021).

Procesos de adsorcion-desorcion mediante adsorbatos. Este método consiste en la adsorcion

selectiva de compuestos orgdnicos de interés en los poros de diferentes adsorbatos. Los
adsorbatos son sustancias porosas capaces de retener diversas sustancias en sus poros. Esto se
debe a la afinidad que tienen algunos compuestos organicos hacia la superficie porosa de
algunas sustancias adsorbentes, las cuales son capaces de retener selectivamente a compuestos
organicos en un alto rendimiento. Posteriormente, el adsorbato se trata en un proceso de
desorcion, liberando asi los compuestos retenidos en este en un alto grado de pureza. (Buran,
T. ). et al., 2014). En la Ultima década diversas son las investigaciones que dejan de lado las
técnicas de extraccion alternativas con disolventes orgdnicos centrandose mas en técnicas mas
limpias como puede ser procesos de adsorcidn-desorcién. Esto se debe a que diversos
adsorbatos como las resinas poliméricas son selectivas para adsorber diversos compuestos con
buenos rendimientos y en un alto grado de purificacion (Yu, Q. et al., 2020). La adsorcion se
presenta como una medida prometedora, eficaz, sostenible y de bajo coste frente a muchos de
los tratamientos alternativos actualmente utilizados o en estudio, que implica la propiedad de
ciertas biomoléculas para unir y concentrar iones seleccionados u otras moléculas de soluciones
acuosas. Se trata de un proceso de separacién en el cual los componentes de la fase liquida de
la solucién pasan a la fase sdélida del adsorbente, quedando enlazados a su superficie. La
adsorcion fisica se debe principalmente a fuerzas de Van de Waals y fuerzas electrostaticas entre
los compuestos de interés y las que componen la superficie del adsorbente. Por tanto, las
propiedades de la superficie del material adsorbente (area superficial y polaridad) son muy
condicionantes. Ademads del bajo coste, este método tiene otras ventajas, incluida la simplicidad
y la facil adaptacion a escala industrial y su elevada facilidad de manejo. (Mateen, F. et al., 2016).

El proceso de adsorcién consta de dos fases: una sélida (adsorbato) y una liquida (solvente), que
contiene las especies disueltas que van a ser retenidas por el sélido. Los materiales adsorbentes
estan formados por macromoléculas que contienen una serie de grupos funcionales que pueden
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interactuar con los compuestos de interés de diferentes maneras, como la complejaciéon
superficial, el intercambio idnico, la interaccién electrostatica y la precipitacién, que pueden
ocurrir individualmente o en combinacidn En general, el coste-eficiencia, la disponibilidad y las
propiedades de adsorcién, son los principales criterios que guian la seleccién de un adsorbente
para la recuperacion de compuestos organicos de interés (do Carmo, S. N. et al., 2017). Un buen
material adsorbente deberia poseer ademas una estructura porosa (lo que supone una gran area
especifica ya que proporcionan una elevada superficie de sorcién) y el tiempo necesario para
alcanzar el equilibrio de adsorcién deberia ser lo mas pequefo posible. Es interesante asi mismo
que posean una buena estabilidad mecanica y quimica y resistencia a la degradacion
microbioldgica, pues de esta forma se alargara la vida util del sorbente.

El proceso de adsorcion puede verse afectado por diversos factores fisicos y quimicos, y estos
factores determinan el rendimiento general de biosorcién de un biosorbente determinado.
Algunos de estos factores son: Tamaino de particula. Debido a que la adsorcién tiene lugar

fundamentalmente en la superficie de las particulas, y que la capacidad de adsorcion es
directamente proporcional al volumen. Asi mismo, el tamafio de particula de la molécula que se
desea adsorber condicionara la adsorcidn, pues las moléculas con un menor tamafio de particula
facilitan la difusién entre los poros del material adsorbente, mejorando el proceso de adsorcién.
pH de la solucién. La eficiencia de la actividad de adsorcion depende en gran medida del pH de

la solucién, debido a que la variacién del pH podria provocar cambios adicionales en las cargas
y estados de los grupos funcionales de los materiales adsorbente (Ali, M. et al., 2018).
Temperatura. La temperatura ejerce un efecto sobre la adsorcién que depende de la entalpia.
Si la adsorcién es de tipo fisico, el calor de adsorcidon es negativo, es decir, la reaccién es
exotérmica. Sin embargo, si la adsorcidn es de tipo quimico, el calor de adsorcién es positivo, lo
gue indica que el proceso es endotérmico y se ve favorecido por altas temperaturas. Asi, y
debido a que la adsorcion es, de forma general, de tipo fisico, el aumento de la temperatura
conduce a una disminucién de la tasa de adsorcién debido a que las moléculas adsorbidas tienen
mayores energias y, por lo tanto, es mas probable que se liberen de la superficie del adsorbente.
Tiempo de contacto. La tasa de fijacion de los compuestos de interés en los poros del material

adsorbente aumenta de forma progresiva con el tiempo de contacto hasta cierto punto.
Alcanzado este punto, un aumento adicional en el tiempo de contacto no implica un aumento
en la adsorcién, debido que los sitios de adsorcion del material adsorbente estan ocupados por
moléculas de contaminante y, por tanto, no estan disponibles para las moléculas de interés. En
este punto, la cantidad de compuestos orgdnicos de interés que se desorbe esta en un estado
de equilibrio dindmico con la cantidad que se adsorbe. El tiempo requerido para alcanzar el
estado de equilibrio se denomina tiempo de equilibrio, y la cantidad de compuestos bioactivos
adsorbidos en el tiempo de equilibrio refleja la capacidad maxima de adsorcion del adsorbente
en esas condiciones operativas (Sahu, O. et al, 2019).

Proceso de deshidratacion _mediante liofilizacion. La liofilizacién es una forma de secar

relativamente novedosa, que tiene como aplicacidn mas conocida la produccién de café soluble.
Para otros productos vegetales, esta opcidon de secado ha estado limitada por la elevada
inversién requerida para adquirir los equipos y por los costos de produccién, comparativamente
superiores respecto de los de otras formas de deshidratacion, destinandose sobre todo aquellos
productos que, por sus caracteristicas, composicién o sensibilidad al calor, o por su alto valor
afiadido no hacen posible la aplicacién de otras tecnologias de deshidratacién convencionales o
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mas econdémicas. La liofilizacidon es un segmento muy especializado de la industria. Se utiliza
intensivamente en farmacia, en alimentos deshidratados, en produccidn de catalizadores y en
nuevos materiales. La industria farmacéutica utilizé por primera vez el proceso de liofilizacién
en 1909, cuando Schackell llevé a cabo la preservacién de sustancias bioldgicas mediante este
método. La liofilizacién del plasma de la sangre se consiguio en 1933, gracias a Farl W. Flosdorf,
y estuvo en produccidon comercial en 1940. Las investigaciones para la liofilizacién de alimentos
se iniciaron antes de la Segunda Guerra Mundial, sin embargo, esta técnica sélo se aplicd a
productos comerciales a principios de los sesenta, y se usa principalmente en café soluble
liofilizado y en otros productos como sopas deshidratadas, hongos, carne, aves, pescados, frutas
y vegetales.

La liofilizacion es el secado bajo condiciones particulares, que comienza con la congelacién a
baja temperatura seguida de una evaporacion al vacio eliminando por sublimacidn casi todo el
contenido de agua. El producto obtenido por liofilizacién es un polvo o una sustancia dura y
porosa, higroscépica en muchos casos, que necesita ser conservada en envases herméticamente
sellados. Cuando se le restituye la cantidad de agua evaporada, el producto reproduce muy
cercanamente su aspecto y sus propiedades originales. La liofilizacion se emplea en la obtencién
de compuestos de interés deshidratados con el fin de reducir las pérdidas de los compuestos
responsables del sabor y el aroma en los alimentos, asi como la desnaturalizacién de
compuestos organicos sensibles al calor, los cuales se pierden durante los procesos
convencionales de secado. Esta tecnologia se presenta como alternativa al proceso de
atomizacion para la obtencion de compuestos de interés deshidratados a partir de subproductos
alimentarios (Baji¢, A. et al., 2020).

1.6.0btencion de compuestos bioactivos y tendencia de mercado de ingredientes
funcionales

Una de las principales investigaciones en la industria alimentaria es la recuperacidon y obtencion
de compuestos de interés de los desechos industriales agricolas y alimentarios, cumpliendo con
los objetivos de establecer una economia sostenible y circular en todo el mundo. En este sentido,
los objetivos finales de las tecnologias convencionales y emergentes han sido maximizar el
rendimiento, evitar la alteracién y mantener la naturaleza de calidad alimentaria de los
compuestos objetivo durante y después del proceso de recuperacion. En afios recientes, ha
cobrado un gran impulso el desarrollo de tecnologias limpias de extraccién de compuestos
bioactivos disminuyendo el uso de disolventes orgdnicos, el tiempo de extraccién y las grandes
cantidades de disolvente usado para estas extracciones, sin que ocurra pérdida de la
funcionalidad de los compuestos de interés. Todo ello, ademds, con un menor costo de
operacion. Dentro de estas tecnologias se encuentra la extraccion con enzimas, extraccion
asistida por ultrasonidos y la extraccién con fluidos subcriticos. (Saffarzadeh-Matin, S. et al,
2018). Algunas de las ventajas de estas técnicas extractivas se comentan en los siguientes
parrafos.

= La extraccion mediante tratamiento enzimdtico sin utilizar disolventes orgdnicos no
contamina el medio ambiente, y la versatilidad de las enzimas para catalizar una gran
variedad de procesos para la produccion de compuestos bioactivos naturales, representa un
enfoque interesante para ser explotado (Gligor, O. et al., 2019).
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= La extraccién asistida por ultrasonidos es una tecnologia econdmica y presenta los
requerimientos instrumentales mas bajos. Su aplicacién resulta muy oportuna cuando la
estabilidad de la materia prima o del componente activo a extraer se afecta con las
temperaturas elevadas de los procesos convencionales (Trigueros, E. et al., 2021).

= La extraccidon con fluidos subcriticos tiene unos requisitos instrumentales elevados debido a
gue son equipos que trabajan a altas presiones y temperaturas, esta técnica puede utilizar
disolventes no téxicos y respetuosos con el medio ambiente. A diferencia de las alternativas
convencionales, esta técnica de extraccion requiere menores cantidades de disolventes
organicos y tiempos de extraccidn mds cortos, lo que proporciona mejores rendimientos y
extractos selectivos (Vidovi¢, S. et al, 2021).

En la obtencidn de compuestos de interés de la granada, existe literatura cientifica acerca del
uso de técnicas de extraccidn como agua subcritica en las semillas de granada. Asi, en el estudio
realizado por He, L. et al, se optimizd la recuperacion de polifenoles de la semilla de granada
utilizando 180 °C de temperatura, 379 bares de presidn, 30 minutos de extraccidn y una relacion
sélido/agua de 1:40 como condiciones de agua subcritica, obteniendo 27.52 g/kg de polifenoles
totales. Estos valores fueron comparados con los obtenidos de la extraccion con disolventes
organicos como metanol, etanol y acetona, que recuperaban 21.94, 11.48 y 12.51 g/kg de
polifenoles totales respectivamente. En esta investigacion también se utilizé la extraccidén con
ultrasonidos y disolventes organicos, pero los resultados obtenidos fueron peores en cuanto a
concentracién de polifenoles en semilla de granada (He, L. et al, 2012). En otro estudio
encabezado por Yan, L. et se refiere la extraccién de compuestos fendlicos en cdscara de granada
mediante extraccidn con agua subcritica, utilizando grandes cantidades de relacién liquido:
solido (1:55), una temperatura de 126 °C y una presion de 30 bares durante 18.5 minutos,
obteniéndose un extracto con una concentracion de punicalagina de 81 g/kg en extracto seco
liofilizado (Yan, L. et al, 2017). También se han realizado investigaciones en las que se trata
mediante ultrasonidos la cdscara de granada para la obtencidn de polifenoles, donde hacen uso
de mezclas hidroalcohdlicas como disolvente de extraccién. Por ejemplo, Zivkovié, J. et al utilizé
una relaciéon cascara de granada:disolvente de 1:44, utilizando como disolvente etanol al 59%,
cuyo tiempo de extraccién fue 25 minutos a 80 °C con una amplitud de ultrasonidos del 30%
consiguiéndose un extracto seco con una concentracién de 149 g/kg de compuestos
polifendlicos, 12 g/kg de acido eldgico, 62 g/kg de punicalinay 18 g/kg de punicalagina (Zivkovi¢,
J. etal, 2018).

Respecto a extracciones enzimaticas de compuestos de interés en cadscara de granada, una de
las investigaciones realizadas es la de Nag, S. et al, en las que utilizando una relacidn sélido: agua
1:10 con una enzima (viscozima) y un tiempo de extraccion de 2 horas a 50 °C, obtuvieron 19.77
g/kg de polifenoles en el extracto seco. (Nag, S. et al, 2018)

En la obtencidon de compuestos de interés de citricos, el grupo de Liu, Y. obtuvo extractos a partir
de cascara de naranja, limén y mandarina mediante extraccion con etanol absoluto utilizando
una relacién de cascara:disolvente 1:20 y un tiempo de extraccion de 2 horas. En este estudio,
se comprobd la capacidad antiflingica de estos extractos contra Aspergillus Flavus, inhibiendo
su crecimiento hasta en un 40% en el caso mas favorable (Liu, Y. et al, 2021). Otro estudio similar
obtuvo extractos de limén a partir de cdscara de liméon mediante una extraccidon con etanol
absoluto en un ratio 1:10 sélido:disolvente y 30 minutos de extraccion a temperatura ambiente.
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El extracto obtenido y deshidratado se usé en la sintesis de polimeros para producir film activos
para envases con capacidad antioxidante. (Marifio-Cortegoso, S. et al, 2022).

Lu, S. et al realizaron una comparativa sobre el efecto de ultrasonidos y de tratamientos
enzimaticos en la extraccion de polifenoles con capacidad antioxidante en flavedo de limdn, y
observaron que cuando trataban mediante ultrasonidos el flavedo con una potencia de 150W
en una proporcion de mezcla 1:20 sélido:agua durante 20 minutos a temperatura ambiente se
obtenia una concentracién de polifenoles de 23 g/kg en el extracto, mientras que cuando
trataban el flavelo con un tratamiento enzimatico se obtenian mejores resultados con las misma
condiciones de operacién mediante una enzima amilasa, ya que se obtenia un extracto con una
concentracion de 36.8 g/kg de compuestos polifendlicos (Lu, S. et al, 2021).

Respecto la extraccidon con agua subcritica de cascara de citricos, Kim, D. S. et al, trabajando con
cascara de mandarina, observaron como la concentracion de flavonoides aumentaba de 26.1
g/kg, cuando la temperatura era de 120 °C, hasta 50.7 g/kg a 160 °C, ambas extracciones se
realizaron a 50 bares de presidn, con un tiempo de extracciéon de 15 minutos y utilizando como
ratio 1:30 solido:disolvente en todas las experiencias. Comparando en este mismo estudio con
extracciones utilizando disolventes orgdnicos como metanol, etanol y acetona con las mismas
condiciones de extraccion, pero a presion atmosférica y temperaturas de extraccion de 65, 78 y
56 °C obteniendo 38.0, 21.1 y 8.7 g/kg de concentracidn de flavonoides respectivamente, por lo
qgue obtuvieron valores mas elevados en cuanto a contenido en flavonoides cuando usaban la
extraccidn con agua subcritica (Kim, D. S. et al, 2020)

En cuanto a la obtencién de compuestos de interés de alcachofa, Stumpf, B. et al realizaron una
comparativa sobre el uso de la extraccidn en hojas de alcachofa para la obtenciéon de
compuestos bioactivos con metanol, agua caliente y ultrasonidos, utilizando como disolvente
metanol al 80%, y ratio de extraccién 1:10, 1:3 y 1:5 hoja alcachofa:disolvente respectivamente.
El tiempo de extraccién fue en todos los casos 1 hora y la temperatura 70 °C, la potencia en el
caso de la extraccion con ultrasonidos fue de 35 kHz. Tras la obtencién de los productos de
extraccién y analisis de contenido en polifenoles, observaron que la mayor concentracién de
compuestos bioactivos se obtenia al tratar las hojas de alcachofa con metanol, obteniéndose
una concentracion de 32.7 g/kg de polifenoles, seguido de cuando se utilizaba la tecnologia de
ultrasonidos (31.9 g/kg de polifenoles) y la extraccién con agua caliente (29.5 g/kg de
polifenoles) (Stumpf, B. et al, 2020). El uso de enzimas en técnicas de extraccion en
subproductos de alcachofa se ha documentado con el fin de obtener pectina, como el estudio
de Sabater, C. et al, donde utilizaron la enzima Celluclast®1.5L para la obtencién de un extracto
con un 20.9% en pectina de alcachofa que contenia un 69.5% de acido galacturdnicoy un 12.2%
de arabinosa (Sabater, C. et al, 2018).

Respecto el uso de agua subcritica como método de extraccion en alcachofa, Aceituno, L. R. et
al utilizaron esta técnica para la extraccién de fibras solubles como inulina. Realizaron la
extraccidn a 100 bares de presiony a 120 °C de temperatura durante 30 minutos, y una ratio de
1:36 sélido:agua, observdndose se aumentaba la recuperacién de fibra tipo inulina en
comparacién con tecnologias de extraccion tipo microondas (Aceituno, L. R. et al, 2016).

El mercado de ingredientes de alimentos funcionales consiste en las ventas de ingredientes
funcionales que son compuestos bioactivos o ingredientes utilizados en la fabricacidon de
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productos funcionales, ya sea del sector alimentario, cosmético, farmacéutico. Vitaminas,
minerales, antioxidantes, antimicrobianos, hidrocoloides, prebidticos, aminoacidos, extractos
de plantas y carotenoides son algunos ejemplos de ingredientes alimentarios funcionales. Los
ingredientes de los alimentos funcionales aportan beneficios para la salud y algunos de ellos
incluyen suplementos u otros aditivos. Uno de los ejemplos de ingrediente funcional son los
antioxidantes, agentes clave con diversas funciones, como la de proteger los productos
terminados contra incrustaciones como el enranciamiento de la grasa y los cambios de color
debido a la oxidacidn causada por bacterias, hongos, mohos y levaduras. Los ingredientes
funcionales con capacidad antimicrobiana tienen como objetivo la sustitucidon de conservantes
quimicos, es por ello que la principal funcion es alargar la vida util de los productos finales (Misra,
S.etal, 2021).

El auge de la popularidad de los habitos de vida saludables esta propiciando el rdpido
crecimiento de empresas innovadoras de ingredientes naturales y orgdnicos, convirtiéndose en
un atractivo sector para la inversién dentro de la industria alimentaria. El tamafio del mercado
mundial de ingredientes funcionales se valoré en 106.25 mil millones de délares en 2021 y se
espera que alcance los 210.58 mil millones de ddlares en 2030, listo para crecer a una tasa
compuesta anual del 7.9% durante el periodo previsto de 2022 a 2030. (Functional Ingredients
Market Size & Share, 2023)

FUNCTIONAL INGREDIENTS MARKET SIZE, 2021 T0 2030 (USD BILLION)

$210.58
§$194.8

$180.29
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Figura 21. Valor de mercado de ingredientes funcionales y alcance esperado en el periodo 2021-
2030.

Esto se atribuye a la creciente conciencia de los consumidores sobre los beneficios para la salud
de los ingredientes funcionales, ademas de la creciente demanda de alimentos y bebidas
funcionales y el aumento de la inversidn en investigacion y desarrollo. También se espera que el
aumento del nimero de consumidores preocupados por su salud y la creciente incidencia de
enfermedades crdénicas contribuyan al crecimiento del mercado. Ya en 2015 se evidencié una
tendencia cada vez mas clara hacian los ingredientes funcionales en comparacién con otras
sustancias y aditivos comerciales. (Functional Ingredients Market Size & Share, 2023)
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Figura 22. Evolucién del mercado de los ingredientes funcionales en comparacidon con otras
sustancias en el periodo 2015-2020. (Specialty Food Ingredients Market by Ingredient, 2015)

Ademas, se prevé que el aumento de la poblacidon mundial (hasta 9.700 millones de personas en
2050 segun algunas estimaciones) impulse la demanda de ingredientes naturales funcionales
capaces de sustituir muchos aditivos actuales de las formulaciones de productos.

Uno de los principales factores que impulsan el crecimiento del mercado es el avance de la
tecnologia y, posteriormente, las innovaciones en ingredientes funcionales. Las empresas
desarrollan constantemente nuevos ingredientes que ofrecen una amplia gama de beneficios
para la salud, por ejemplo, reducir el riesgo de cancer y mejorar la funcidon cognitiva. Por
ejemplo, Cargill, empresa importante en este mercado, ha desarrollado una nueva linea de
proteinas de origen vegetal que se pueden utilizar en alimentos y bebidas funcionales. La
pandemia de COVID-19 tuvo un impacto moderado en el mercado, pero generé una mayor
conciencia sobre la salud y la inmunidad entre los consumidores, lo que aumenté la demanda
de ingredientes que puedan mejorar la inmunidad y la salud en general. Por ejemplo, ha habido
un aumento en la demanda de vitaminas, minerales y probidticos, que se sabe que apoyan el
sistema inmunoldgico. Se espera que el mercado de bebidas funcionales crezca hasta $208.13
mil millones para 2024, con una tasa de crecimiento anual compuesta proyectada (CAGR) (2022-
2027) de 7.5%, contribuyendo al crecimiento del mercado de los ingredientes funcionales. El
consumo de alimentos y bebidas funcionales estd aumentando debido a la creciente conciencia
de los consumidores sobre la salud, el aumento de la aparicion de enfermedades y el aumento
de los ingresos disponibles de los consumidores. Las propiedades medicinales de estos
alimentos al proporcionar beneficios curativos ademads de energia y nutrientes esenciales estan
motivando a los consumidores a gastar mas en productos alimenticios saludables. (Kumar, E. K.
et al., 2023).

El segmento de alimentos y bebidas domind el mercado con la mayor participaciéon en los
ingresos del 44.8% en 2022. Esto se atribuye a vitaminas como minerales, fibras y aminoacidos,
que se utilizan prdodigamente en la industria de alimentos y bebidas para mejorar el valor
nutricional de productos alimenticios y proporcionar beneficios especificos para la salud. A
medida que los consumidores se vuelvan mas conscientes de su salud, aumentara la demanda
de alimentos y bebidas funcionales, lo que a su vez contribuira a la demanda de productos en el
futuro préoximo. Ademas, se espera que el segmento farmacéutico registre un crecimiento
durante el periodo previsto debido al creciente enfoque en la personalizacion y la medicina de
precision. Este enfoque implica adaptar el tratamiento y las estrategias de prevencidn a cada
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paciente individual en funcidn de su composicién genética, estilo de vida y otros factores. Como
resultado, las empresas estan desarrollando ingredientes funcionales dirigidos a poblaciones y
condiciones de salud especificas. Por ejemplo, existen suplementos probidticos dirigidos a la
salud intestinal, suplementos de omega-3 para la salud del corazén y suplementos de vitamina
D para la salud dsea. (Functional Ingredients Market Size & Share, 2023)

Global Functional Ingredients Market BEBvVE
Share, by Application, 2022 (%) GRAND VIEW RESEARCH
‘. $73.1B
@ Food & Beverages Personal Care
Pharmaceuticals Animal Feed @ Others

Figura 23. Participacién de ingredientes funcionales en diferentes sectores industriales en
2022.

Por otra parte, la industria del cuidado personal, donde entra el sector cosmético, ha
experimentado un crecimiento significativo debido a la mayor conciencia de los consumidores
sobre los ingredientes utilizados para fabricar dichos productos. Los consumidores estan
optando por productos mas naturales y saludables que no contengan productos quimicos
nocivos. Por lo tanto, los fabricantes utilizan ampliamente estos ingredientes funcionales como
sustitucion de compuestos quimicos nocivos en las formulaciones de productos. La industria
farmacéutica reconoce cada vez mas el valor de los ingredientes alimentarios especiales en el
desarrollo de nuevos productos que pueden ayudar a mejorar los resultados de salud de los
pacientes. Los ingredientes alimentarios especiales se utilizan en una variedad de aplicaciones
farmacéuticas, incluidos sistemas de administracion de medicamentos, nutracéuticos vy
alimentos funcionales. (Misra, S. et al, 2021)

América del Norte domind el mercado de los ingredientes funcionales con la participacién de
ingresos mas alta del 32.2% en 2022. En la industria de ingredientes funcionales de América del
Norte, se espera que los alimentos y bebidas funcionales ocupen una participaciéon importante
del mercado debido a la creciente demanda de alimentos y bebidas enriquecidos. También se
espera que el segmento de suplementos dietéticos experimente una tasa de crecimiento
significativa en los préximos afios debido a la creciente demanda de suplementos dietéticos para
la salud y el bienestar. (Functional Ingredients Market Size & Share, 2023)
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Figura 24. Mercado de ingresos por ingredientes funcionales en el mundo en 2022.

Los actores clave que operan en el mercado norteamericano incluyen DuPont de Nemours, Inc.;
Cargill, Inc.; Grupo Kerry; Alimentos Arla; y DSM. Estas empresas se estan centrando en
lanzamientos de nuevos productos, colaboraciones y asociaciones para ampliar su presencia en
el mercado. Por ejemplo, DuPont de Nemours, Inc. lanzé recientemente una gama de nuevos
ingredientes probidticos que pueden usarse en una variedad de aplicaciones de alimentos y
bebidas. Los principales actores en el mercado de ingredientes de alimentos funcionales son
Cargill, BASF, Archer Daniels Midland, DuPont Nutrition & Biosciences, Arla Foods, Kerry Group,
Ajinomoto, DSM, Ingredion Incorporated, Tate & Lyle, Roquette Freres, Nestlé, Fuerst Day
Lawson, Ashland, Ingredientes A&B y Royal Cosun. (Functional Ingredients Market Size & Share,
2023)

En la actualidad, la busqueda de un estilo de vida saludable ha vuelto a provocar un cambio en
el comportamiento de los consumidores, que cada vez prestan mas atencién a la composicion
de los productos que adquieren y demandan productos con ingredientes y aditivos naturales.
Tanto es asi que el etiquetado “Clean Label”, que se convirtié en tendencia hace unos afos, ha
pasado ya a ser un estandar dentro del sector de la alimentacion. Esto ha provocado a su vez
grandes cambios en los procesos de produccion de la industria alimentaria, que debe adaptar
sus formulaciones a las nuevas demandas de los consumidores a través de ingredientes mas
naturales y libres de aditivos, emplear nuevas tecnologias de conservacién y tipo de envasado

(Misra, S. et al, 2021).
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JUSTIFICACION

Actualmente, se generan grandes cantidades de residuos durante los procesos de
transformacion en las industrias agroalimentarias, y a pesar de que para ellos existen algunos
usos como la produccidon de biomasa y de piensos para alimentacién animal, su produccién es
tan elevada que supone un problema importante en todo el mundo debido a los impactos
ambientales perjudiciales que genera.

La Regién de Murcia es una potencia en el sector de transformacion de productos
agroalimentarios, destacando los sectores de los citricos, la alcachofa y la granada. En cualquiera
de ellos, y debido a la alta produccidn, se genera una cantidad ingente de residuos. Sin embargo,
estos residuos constituyen fuentes potenciales de compuestos de alto valor afiadido y de gran
interés, por lo que, con su revalorizacién, ademas de reducir el volumen de desecho y minimizar
el gasto de gestion de residuos, se podrian producir diversos compuestos de provecho. En
general, el interés de estos productos se debe a sus propiedades como agentes bioactivos,
especialmente como antioxidantes y antimicrobianos, y su uso como alternativa natural a
aditivos quimicos sintéticos en las formulaciones de diferentes sectores industriales.

La extraccion de compuestos bioactivos de estas materias vegetales se realiza utilizando
métodos tradicionales que hacen uso de disolventes organicos, siendo estos procesos poco
viables a escala industrial debido a los problemas medioambientales y de salud humana que
ocasionan, y al elevado coste de inversion de estas plantas industriales. Por todas estas razones,
la investigacion en tecnologias de extraccién de compuestos de interés que permitan la
reduccion de disolventes organicos ha cobrado un gran impulso. Algunos de estos procesos
verdes se han descrito en bibliografia a escala laboratorio, pero en la literatura cientifica
referente a procesos a gran escala, asi como en las patentes existentes para la revalorizacién de
estos subproductos, no hemos encontrado procesos alternativos al uso de disolventes
organicos.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente Tesis Doctoral se centra en la obtencién
de compuestos bioactivos, a través de tecnologias verdes de extraccion, con el objetivo de
eliminar los disolventes orgdnicos altamente contaminantes que se utilizan en la actualidad en
las industria de ingredientes alimentarios, permitiendo la obtencién productos naturales,
estables, con un alto contenido en compuestos bioactivos y producidos como consecuencia de
la revalorizacién de los residuos agroalimentarios que se generan mayoritariamente en los
sectores de citricos, alcachofa, y granada de la Regién de Murcia.

Los resultados de la presente tesis son de aplicacién directa a nivel industrial y no solo para la
Region de Murcia, también a nivel nacional e internacional en toda el area mediterranea, donde
se encuentran los principales generadores de estos subproductos.

OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es dar un valor a los residuos de la industria de citricos,
alcachofa y granada, que son los que se generan en mayor cantidad en la Regién de Murcia y
gue suponen un mayor impacto para el medioambiente, mediante el desarrollo de procesos de
extraccidn alternativos a los tradicionales, para la obtencidn de compuestos de interés. En el
desarrollo de unas nuevas técnicas extractivas no perjudiciales para el medio ambiente, en las
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que se elimina el uso de disolventes organicos, también se ha contemplado que su escalabilidad
sea viable industrialmente.

Para alcanzar este objetivo general se han planteado otros mas especificos que se requieren a
continuacion:

=  Determinar la viabilidad de la revalorizacion de los residuos de la industria de los citricos,
alcachofa, y granada generados en industrias procesadoras de frutas de la Region de Murcia
como fuente de compuestos bioactivos potencialmente presentes en los mismos.

= Desarrollar y optimizar un proceso de extraccién como resultado de la investigaciéon en
diferentes tecnologias sostenibles, como tratamientos con enzimas, ultrasonidos, fluidos
subcriticos y procesos de adsorcidn-desorcién, escalables a nivel industrial y basados en la
recuperacion sostenible de compuestos de interés para la nutricién humana.

= Validar los extractos naturales obtenidos como ingredientes sustitutivos de aditivos
antioxidantes y antimicrobianos para la industria alimentaria mediante la caracterizacién
nutricional, toxicoldgica y determinacidn de sus capacidades antioxidante y antimicrobiana.
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3.1. Subproductos alimentarios

Los subproductos con los que se ha llevado a cabo esta investigacién han sido residuos
agroalimentarios de las industria del limdn, alcachofa y granada, y han sido proporcionados por
empresas de la Regidn de Murcia. Este material vegetal, que se detalla a continuacion, es el que
ha utilizado para realizar los diferentes procesos de extraccién de los compuestos de interés
contenidos en dicho material.

3.1.1. Subproducto de limén

El subproducto de limén consta de corteza de limdn de la variedad Fino, recogida tras la etapa
de exprimido y retirada de aceites esenciales en la elaboracién de zumo. Las cascaras de limén
se transportaron directamente al laboratorio en un plazo no superior a 1 hora tras su obtencién
y se almacenaron a -18 + 1 °C hasta la realizacion de los experimentos de extraccién.

Imagen 1. Subproducto de limdén de variedad Fino.

3.1.2. Subproducto de alcachofa

El subproducto de alcachofa estd compuesto por bracteas y tallos de alcachofas, sin escaldar, de
la variedad Blanca de Tudela, recogido como descarte en las diferentes lineas de produccion.
Las bracteas y tallos de alcachofa se transportaron directamente al laboratorio en un plazo no
superior a 1 hora tras su obtencidn y se almacenaron a -18 + 1 °C hasta la realizacidn de los
experimentos de extraccion.

Imagen 2. Subproducto de alcachofa de variedad Blanca de Tudela.

3.1.3. Subproducto de granada

Por ultimo, el subproducto de granada lo compone la corteza de granada de la variedad Mollar,
y se recoge tras la extraccion de las semillas de su interior. Como en los dos casos anteriores, las
cortezas de granada se transportaron directamente al laboratorio en un plazo no superior a 1
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hora tras su obtencidn y se almacenaron a-18 = 1 °C hasta la realizacién de los experimentos de
extraccion.

Imagen 3. Subproducto de granada de variedad Mollar.

3.2.0ptimizacion de la extraccion de compuestos a escala de laboratorio

Se han llevado a cabo diferentes experimentos con el fin de optimizar las diversas técnicas de
extraccién. Dicha optimizacion se refiere al poder extractivo de cada tratamiento en funcién de
la capacidad de la técnica para recuperar compuestos polifendlicos. Ademas, a lo largo de todos
nuestros estudios, se han utilizado técnicas de extraccion sostenibles.

Con los objetivos de establecer los protocolos de extraccién y poner en marcha las diferentes
técnicas, se ha disefiado un protocolo comun a todas que contempla tanto el pretratamiento y
como el post-tratamiento, y que se presenta a continuacion:

[ SUBPRODUCTO ]

l LAVADO MATERIA PRIMA

[ TRITURACION ]

I

[ EXTRACCION

I

FILTRACION
(300 pm)

| S

FASE SOLIDA "
DESHIDRATACION ]

FASE LiQUIDA
ANALISIS
POLIFENOLES

Figura 25. Diagrama comun para la optimizacion de las técnicas de extraccidn a escala de

laboratorio.

La optimizacion de la extraccidon de compuestos a escala de laboratorio se ha realizado partiendo
de 1 kilogramo de subproducto para cada experiencia. En este protocolo se ha establecido que
una vez recepcionado el subproducto agroalimentario, en la primera etapa del proceso, el
material vegetal se lava con agua para eliminar posibles sélidos no deseables en su superficie.
Posteriormente, se tritura el material en dados de 20 mm x 20 mm con el fin de disminuir el
tamanfio de la matriz vegetal y que los compuestos de interés estén mas expuestos al disolvente.
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Una vez realizado el pretratamiento de la muestra, el residuo agroalimentario pretratado se
somete a las diferentes técnicas de extraccién, variando los diferentes parametros de proceso
para comprobar cuales son los dptimos en cada tipo de tecnologia extractiva y para cada
subproducto agroalimentario. Estos experimentos se comentan detalladamente en los
siguientes apartados.

Las técnicas de extraccidn que se han optimizado a escala de laboratorio son:

= Extraccion acuosa

= Extraccion mediante tratamiento enzimatico
= Extraccion asistida por ultrasonidos

=  Extraccion con agua subcritica

Finalizado el tratamiento de extraccién, se separa la fase acuosa de la sélida mediante un filtro
de malla de acero inoxidable de 300 um y se procede a analizar la fase acuosa extraida y
comprobar con cual de las condiciones extractivas se ha obtenido un mayor contenido de
polifenoles totales.

Los ensayos para optimizar las condiciones experimentales de las diferentes tecnologias
extractivas se han realizado por triplicado, esto es, tres réplicas de extraccién por cada proceso.

3.2.1. Optimizacion de la extraccidn acuosa de subproductos agroalimentarios

Para la optimizacion de las condiciones de extraccidon cuando esta es acuosa, se seleccionaron
diferentes parametros de operacidon y se siguid el protocolo descrito anteriormente. Los
parametros estudiados fueron los siguientes:

= Relacién sélido:liquido
= Temperatura de extraccion
= Tiempo de extraccion

En primer lugar, se optimizé la cantidad de disolvente (agua) necesaria en relacién a la cantidad
de subproducto en la etapa de extraccion. Los diferentes ensayos se realizaron manteniendo
constantes la temperatura, temperatura ambiente, y el tiempo de extraccion (60 minutos), pero
modificando la relaciéon sélido:liquido en las proporciones 1:2, 1:3 y 1:4 peso
subproducto/volumen de agua.

Tras establecer la relacién sélido:liquido dptima, se procedidé a estudiar la influencia de la
temperatura de extraccién, y se realizaron ensayos a 50 °C, 75 °C y 98 °C, manteniendo la
relacion sélido:liquido en 1:3, pues fue la que mayor concentracién de polifenoles rindié en los
experimentos anteriores, y se mantuvo constante en 60 minutos el tiempo de extraccion.

Los rangos de tiempos de extraccidn y ratio subproducto:disolvente que se ensayaron para
optimizar los procesos de extraccion, se eligieron basandonos en la investigacion realizada por
Saini et al, en la que se realiza una optimizacién de la extraccion de polifenoles en corteza de
mandarina concluyendo que los parametros dptimos son un ratio 1:3 (p/v) y un tiempo de 60
minutos de extraccidn. (Saini et al, 2019)

En los ensayos destinados a optimizar otros parametros experimentales del resto de técnicas de
extraccién estudiadas en esta Tesis, se emplearon distintos valores de temperatura de
extraccién segun las peculiaridades de cada una de las técnicas. Asi, en las extracciones
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enzimaticas se fijo la temperatura a 50 °C debido a que es el valor de maxima eficacia de las
enzimas utilizadas, y por tanto nos permitiria posteriormente realizar una comparativa sobre la
eficacia de la extraccién. Para los ensayos de extraccién mediante ultrasonidos se fijé la
temperatura a 75 °C dado que, en todas las ocasiones, fue la temperatura que alcanzaba la
mezcla en la extraccién por ultrasonidos. Por ultimo, la temperatura de 98 °C se selecciond
debido a que es la maxima temperatura que alcanzé la mezcla a presion atmosférica.

Por ultimo, se optimizd el tiempo de extraccion manteniendo los parametros de ratio de
subproducto:disolvente y temperatura éptimos constantes.

Finalizada la extraccion con las diferentes condiciones de proceso, se caracterizo la fase acuosa
filtrada atendiendo al contenido de polifenoles totales mediante el método Folin Ciocalteu
(Singleton, V. L. et al, 1999).

3.2.2. Optimizacion de la extraccidon enzimatica de subproductos agroalimentarios

Para llevar a cabo los ensayos destinados a la optimizacion de las condiciones de extraccion de
la extraccion enzimatica se seleccionaron los siguientes parametros de operacién:

= Tipo de enzima
= Concentracion de enzima

Dado que en la extraccidon enzimatica se usa también agua como disolvente, se han usado
algunos de los parametros optimizados en la extraccién acuosa, como son:

= Relacién sélido:liquido
= Tiempo de extraccion

Asi pues, se utilizaron dos enzimas celulasas, NATUZYM UF (WeissBiotech) y VALIDASE TRL (DSM
Food Specialties B.V.), la temperatura a la que se llevaron a cabo este tipo de extracciones fue
la indicada en la ficha técnica de cada enzima; en ambos casos, tanto la NATUZYM UF como la
VALIDASE TRL, la temperatura recomendada para la actividad efectiva de la enzima es 50 C. El
pH indicado por el proveedor para la mayor efectividad de ambas celulasas se situa en el
intervalo 3.5-5.0.

Nuevamente, atendiendo a lo establecido en la ficha técnica de ambas enzimas, se eligié un
rango de concentracién enzimatica para la enzima NATUZYM UF de 0.01 - 0.02% de cantidad en
relacion a la matriz vegetal seca, mientras que en el caso de la VALIDASE TRL el rango de
concentracién fue de 0.001 — 0.01% de cantidad en relacidn a la matriz vegetal seca.

% pH
- 14
- 13 - 100°C
- 12 - 90°C
-1 - BOC
- 10 - 70'C

-9 - 60'C
- - 50°C
L - 40°C
- - 30C

- 20C
- 10C
-0'C

% Temperature

[ I -]

Figura 26. Rangos de pH y temperatura de mdxima efectividad de las enzimas VALIDASE TRL y
NATUZYM UF
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Finalizados los ensayos de extraccion empleando las diferentes condiciones experimentales, se
caracterizé la fase acuosa, sin realizar la etapa de desactivacién enzimatica, atendiendo al
contenido de polifenoles totales mediante el método Folin Ciocalteu (Singleton, V. L. et al, 1999).

3.2.3. Optimizacion de la extraccion asistida por ultrasonidos de subproductos
agroalimentarios

Para la optimizacién de las condiciones de extraccidn de la extraccidn asistida por ultrasonidos
se selecciond el siguiente parametro de operacion:

= Potencia de extraccion

Como en el caso anterior, en la extraccidn asistida por ultrasonidos se han utilizado algunos de
los parametros optimizados en la extraccion acuosa, debido a que también se usa agua como
disolvente de extraccion:

= Relacién sélido:liquido
= Tiempo de extraccion

Estas extracciones se han llevado a cabo utilizando un ultrasonidos UIP500hDT (Hielscher) a
diferentes potencias ultrasénicas, en concreto a 135, 250 y 320W. La temperatura de extraccién
fue la alcanzada debido al choque de ondas sonoras en la mezcla, y que en todas las ocasiones
llegé a los 75 °C.

Basdndonos en el valor de tiempo de extraccion optimizado tras los ensayos de la extraccidn
acuosa, ademas de en el andlisis de articulos cientificos como el de Yang et al, donde refiere que
el valor éptimo del tiempo de extraccién de compuestos de interés de las semillas de citricos es
de 60 minutos. (Yang, M. et al, 2020)

Las potencias ultrasdnicas se han fijado teniendo en cuenta los resultados de las experiencias
realizadas por Zheng et al, donde encontraron las condiciones de extraccién dptimas cuando
utilizarén como potencia 320 W en mandarina. (Zheng, G. et al, 2020)

Posteriormente, y como en los casos anteriores, se caracterizé la fase acuosa filtrada atendiendo
al contenido de polifenoles totales mediante el método Folin Ciocalteu (Singleton, V. L. et al,
1999).

3.2.4. Optimizacion de la extraccion con agua subcritica de subproductos
agroalimentarios

Para la optimizacion de las condiciones experimentales en la extraccidén con agua subcritica se
han seleccionado los siguientes parametros de operacion:

= Temperatura de extraccion
= Tiempo de extraccion

Todas estas experiencias se han llevado a cabo utilizando un equipo Thermo Scientific Dionex™
ASE™ 350, el cual tiene configurada una presidn de operacion constante en sus tratamientos
extractivos de alrededor de 150 bares. El volumen de liquido de extraccién usado por el equipo
depende de la cantidad de muestra introducida en la celda metalica de extraccidn, en todos los
casos ensayados, la relacion sélido:liquido que se empled con este equipo fue una relacién 1:3

p/v.
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En primer lugar, se optimizé la temperatura de extraccidon con agua subcritica realizando los
ensayos a 80, 100 y 120 °C, siendo el valor de 120 °C el que mejores resultados proporciond.
Tras establecer la temperatura de trabajo dptima, se procedid a evaluar el tiempo de extraccion,
realizdndose ensayos de 1, 5y 10 minutos.

Lo valores utilizados de temperaturas y tiempos de reaccién se eligieron tras la blsqueda
bibliografica de diferentes articulos cientificos. Cabe resaltar la investigacién realizada por
Arapitsas et al, donde se demuestra que cuando se aplican altas presiones, temperaturas por
debajo de 80 °C conducen a bajos rendimientos de extraccion de compuestos polifendlicos, y
temperaturas por encima de 120 °C degradan los compuestos polifendlicos. (Arapitsas, P. et al,
2008)

El agua subcritica se genera con un extractor acelerado de disolventes, por lo que con esta
técnica se busca reducir el tiempo de extraccién lo maximo posible y establecer si con valores
pequefios de tiempo esta tecnologia es capaz de recuperar igual o mds compuestos de interés
gue el resto de tecnologias. Los tiempos seleccionados para esta tecnologia se fijaron de acuerdo
con los resultados descritos por Lachos-Perez et al. Estos investigadores concluyeron que una
temperatura de 120 °C y un tiempo de 5 minutos son las condiciones dptimas para obtener el
maximo rendimiento en la extraccidn con agua subcritica de flavonoides en corteza de naranja.
(Lachos-Perez et al, 2018)

Finalizadas las extracciones con las diferentes condiciones ensayadas, se caracterizé la fase
acuosa atendiendo al contenido de polifenoles totales mediante el método Folin Ciocalteu.
(Singleton et al, 1999)

3.3.Protocolo de extraccion a escala de planta piloto

Una vez optimizadas las condiciones de extraccion para cada una de las diferentes técnicas para
la revalorizacidn de los subproductos agroalimentarios, se procedid a escalar el procedimiento
a planta piloto.

En este apartado se detalla el protocolo de extraccidn a escala de planta piloto seguido en los
siguientes tratamientos:

= Extraccion acuosa

= Extraccion mediante tratamiento enzimatico
= Extraccion asistida por ultrasonidos

= Extraccion con agua subcritica

A continuacion, se describe el protocolo general que se ha seguido para la revalorizacidn con las
diferentes técnicas de extraccién objeto de estudio, haciendo uso de las condiciones éptimas de
proceso a escala de laboratorio.
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Figura 27. Protocolo para la revalorizacion de subproductos agroalimentarios a escala de planta
piloto.

3.3.1. Descripcion del protocolo comin para todos los procesos de extraccion a escala
piloto

La extraccion de compuestos de interés a escala de planta piloto se ha realizado partiendo de
100 kilogramos de subproducto para cada experiencia, excepto en la extraccién con agua
subcritica, en la que se ha partido de 20 kilogramos de subproducto debido a la menor capacidad
del equipo.

En la primera etapa del proceso, el subproducto agroalimentario se lava para la eliminacién de
posibles sélidos no deseables en su superficie en una lavadora de vegetales. La lavadora utilizada
se compone de dos depésitos de lavado con agujeros de didmetro de 475 mm, provistos de
desaglie y rebosadero, construidos en chapa de 2 mm. Los depdsitos estan provistos de entrada
de aguay de aire soplante de 1.3 kW para producir burbujeo y cesto para el lavado del material
vegetal.

Posteriormente, se elimina el agua sobrante del material vegetal mediante una centrifuga de
vegetales. Dicho aparato estd compuesto por un depdsito con agujeros de didmetro de 475 mm,
provistos de desaglie para la disminucion de nivel de humedad de vegetales post-lavado
mediante rotacidn del cesto a alta velocidad.

Para disminuir el tamafio de la matriz vegetal y que los compuestos de interés estén mas
expuestos al disolvente, se tritura el material en una cortadora (Urschel), obteniéndose dados
de 20 mm x 20 mm gracias a un juego de cuchillas que cortan la muestra en cubitos uniformes
de dicho tamafio. La maquina ofrece un funcionamiento continuo para produccion
ininterrumpida, y un disefno simplificado para facilitar la limpieza y el mantenimiento.

Una vez hecho el pretratamiento al subproducto recepcionado (lavado y triturado), se somete
al tratamiento de extraccidén. Los pardmetros dptimos para la extraccion se han obtenido
atendiendo al rendimiento en la extraccién de polifenoles, y se resumen a continuacion:
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SUBPRODUCTO
AGROALIMENTARIO

I

: p EXTRACCION EXTRACCION
EXTRACCION
ACUOSA iﬁ;ﬁ&iﬁ:gﬁ ASISTIDA POR CON A’G UA
ULTRASONIDOS SUBCRITICA
Ratio: 1:3 p/v Ratio: 1:3 p/v Ratio: 1:3 p/v Ratio: 1:3 p/v
Tiempo: 60 min Tiempo: 60 min Tiempo: 60 min Tiempo: 5 min
Temperatura: 98 °C Temperatura: 50 °C Temperatura: 75 °C Temperatura: 120 °C
Solvente: Agua pH:3.5-5.0 Potencia ultrasénica: 320 W Presion: 150 bares
Enzima: Validase TRL Solvente: Agua Solvente: Agua

Concentracién enzima: 0.01%
Solvente: Agua

Figura 28. Resumen condiciones de proceso optimizadas de extraccion con diferentes
tecnologias sostenibles.

=  Extraccion acuosa: Se mezcla en proporcion 1:3 (p/v) subproducto: agua en un tanque de
mezcla, la mezcla se lleva 98 °C de temperatura y se mantiene una agitacién constante de
27 rpm durante 60 minutos.

=  Extraccidon enzimatica: Se mezcla en proporcion 1:3 (p/v) subproducto:agua en un tanque
de mezcla, posteriormente se afiade un 0.01% de la celulasa VALIDASE TRL (DSM Food
Specialties B.V.) respecto la materia seca, la mezcla se mantiene a temperatura de 50Cy en
agitacién constante de 27 rpm durante 60 minutos. Para realizar la desactivacidon enzimatica,
se procede a aumentar la temperatura de la mezcla hasta llegar a ebullicion.
El tanque de mezcla utilizado tanto en la extraccidon acuosa como en la extraccion enzimatica
esta construido en acero inoxidable AlSI 316, valido para trabajar con una capacidad maxima
de 200 litros con calentamiento en su interior mediante inyeccidn de vapor en el doble
fondo.

=  Extraccion asistida por ultrasonidos: Se mezcla en proporcion 1:3 (p/v) subproducto:agua
en el recipiente de ultrasonidos, la mezcla se trata con ultrasonidos de potencia de 320 W y
una temperatura de 75 °C, esta mezcla se mantiene en agitacién constante durante 1 hora.
El tratamiento de ultrasonidos se ha realizado usando el equipo UIP500hdT (Hielscher), es
un procesador ultrasénico, con una potencia maxima de 320 W con ajuste de amplitudes de
frecuencias de 20 kHz, que producen cavitacion, aumentando asi la permeabilidad de las
células de las paredes vegetales para liberar el compuesto de interés.

= Extraccion con agua subcritica: La extraccion mediante agua subcritica se realiza con una
presion de 150 bares y 120 °C de temperatura mediante una relacién subproducto:agua
subcritica de 1:3 (p/v), la extraccidn con estas condiciones dura 5 minutos.
El tratamiento de agua subcritica se ha realizado usando el equipo Dionex™ ASE™ 350
Accelerated Solvent Extractor (Thermo Scientific™), sistema automatizado para la
extraccidn que utiliza una combinacion de temperatura y presidn elevadas para aumentar
la eficacia del proceso de extraccidon. Este equipo trabaja con una presidén constante de 150
bares y una temperatura variable hasta un maximo de 200 °C.

Transcurrido el tiempo de extraccidn indicado en cada caso, se procede a separar la fase acuosa
de la sélida mediante un Decanter, el cual consta de un tambor cilindrico horizontal equipado
con un tornillo sin fin transportador; la separacion se ha realizado utilizando 3600 rpm en el
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tornillo sin fin y 3800 rpm en el tambor cilindrico. El proceso se ha llevado a cabo mediante un
caudal de alimentacion de la mezcla de 200 L/h.

El separador utilizado es una centrifuga decanter NX2017 (ALFA LAVAL), provisto de un motor
con una potencia de 5.5 kW, bomba de alimentacién, bomba helicoidal y un caudal de trabajo
de 200 — 1000 L/h. La separacion de las fases sélida y liquida tiene lugar en un rotor cilindrico
horizontal provisto de un tornillo sinfin transportador. La alimentacién entra en el rotor a través
de un tubo de entrada fijo y se acelera suavemente mediante un distribuidor de entrada. La
fuerza centrifuga que se origina en la rotacién produce la sedimentacién de los sélidos en la
pared del rotor.

La etapa final es la de deshidratacion de las fases sdlida y acuosa. Con respecto al sélido
obtenido, se deshidrata a 70 °C durante 2 dias en una estufa con control de humedad. Por otra
parte, la fase acuosa se deshidrata mediante un proceso de concentracién en una bola de vacio
aplicando un vacio de -0,7 bares y 65 °C hasta llegar a una concentracion de 25 grados brix.

En lo que se refiere al equipo utilizado para el tratamiento de concentracién, se trata de un
aparato de bola de vacio de capacidad minima de carga 30 Kg y maxima de 60 Kg. Su dimensiones
constan de 450 mm de diametro y una longitud de virola 1.500 mm, construida en acero
inoxidable AlSI 316, provista en su parte inferior de un intercambiador construido con el mismo
material. El calentamiento en su interior se realiza mediante inyeccién de vapor en el doble
fondo situado en la parte inferior de la bola de vacio. Calentamiento independiente del
intercambiador de calor hasta una presion de 4 Kg/cm?.

Una vez que la fase acuosa estd concentrada, se congela y se obtiene en polvo mediante un
proceso de liofilizacién, el cual se llevé a cabo aplicando una presidon de 0,03 mbar y una
temperatura de -85 °C gracias al condensador presente en el equipo.

El liofilizador utilizado es un LYOEPIC -85 (COOLVACUUM), utiliza la tecnologia de liofilizacion
por vacio, que también se llama secado por sublimacién. Es un método técnico en el que se debe
congelar las muestras de antemano, y luego sublimamos su humedad en ambiente de vacio. Los
pardmetros técnicos son: temperatura del condensador minima de -85 C sin carga, con un vacio
final minimo de 0.020 mbar sin carga, capacidad de liquido a liofilizar de 8300 mL con un espesor
por bandeja de 10 mm. Dispone de 6 bandejas de 40 cm de didametro y 3 cm de altura.

Los ensayos de extraccidon a escala de planta piloto con las diferentes técnicas extractivas se han
realizado por triplicado, es decir, se llevaron a cabo tres réplicas de extraccién por cada proceso.
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3.4.Purificacion de compuestos de interés de subproductos agroalimentarios

Los métodos de purificacion que se han empleado en este trabajo son procesos de adsorcién-
desorcion a escala laboratorio, y se han realizado sobre la fase liquida obtenida de la extraccidn
en condiciones éptimas.

La purificaciéon de compuestos de interés de los subproductos de alimentacién se ha realizado
partiendo de 1 litro de extracto acuoso obtenido de la extraccidn éptima de cada subproducto.
El protocolo consiste en realizar el pretratamiento (lavado y triturado) y la extraccién éptima al
subproducto en cuestion. Finalizado el proceso de extraccidn, la fase liquida se separa de la fase
solida mediante un filtro de 300 um, recuperando de esta forma la fase acuosa. Esta fase liquida
se trata con diferentes adsorbatos en una relacidon adsorbato:fase acuosa 1:10 p/v (la ratio
adsorbato:fase liquida y el tiempo utilizados se eligieron atendiendo a las recomendaciones del
fabricante de los adsorbatos), y el proceso de adsorcidon se mantiene a temperatura ambiente
en agitacion suave y constante durante 3 horas.

Pasado este tiempo se recupera el adsorbato, en el cual han quedado adsorbidos los
compuestos de interés, mediante un proceso de filtraciéon con un filtro de 300 um.

El material adsorbente recuperado se somete a un proceso de desorcidén con etanol al 50 % para
obtener los compuestos de interés retenidos en el adsorbato, para ello se realiza una mezcla
resina:EtOH 50% 1:3 p/v y se mantiene en agitacién constante durante 1 hora a 45 °C. Los tipos
de resina ensayados se detallan mds adelante.

Una vez finalizado el proceso de desorcidn, la fase etandlica se somete a una filtracion de 300
um, y el disolvente se recupera en un rotavapor a vacio de laboratorio utilizando como
pardmetros en el rotavapor una presion de vacio de -0.7 bares y 65 °C de temperatura. Este
proceso se repite dos veces para aumentar el rendimiento en la etapa de desorcion utilizando
el etanol recuperado en el rotavapor, obteniéndose de esta forma un extracto deshidratado.

El equipo utilizado para la eliminacién de disolvente es un rotavapor que se compone de una
unidad de movimiento de rotacidn y elevacién, modelo Buchi R-200, un equipo de destilacion
de vidrio, y una bomba de vacié modelo Buchi V-700.

La experimentacién de la purificacion de compuestos de interés se ha realizado por triplicado.
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Figura 29. Diagrama purificacion compuestos de interés de subproductos

Este método de purificacién de compuestos de interés se ha realizado con diferentes materiales
adsorbentes para su posterior comparativa, los adsorbatos utilizados han sido:

= Resina PAD610 (Purolite, Hangzhou, China)

= Resina PAD900 (Purolite, Hangzhou, China)

= Resina PAD950 (Purolite, Hangzhou, China)

= Carbon Activo Granular (CAG) (Panreacapplichem, Barcelona, Espaia)
= Zeolita (Zeocat, Barcelona, Espafia)

En la siguiente tabla se resume las propiedades fisicas de los diferentes adsorbentes utilizados.

Tabla 4. Propiedades fisicas de los adsorbentes utilizados (informacién del proveedor).

*Areade *Didmetro  *Volumen Densidad Tamafiio
Adsorbato Matriz superficie de poro de poro o particula  Hidrofobicidad
especifica
(m2-g?) (A) (mg-L?) (mm)
PAD610 PMC-DVB! 490 300 1.2 1.1 0.35-1.2 Moderada
PAD900 PDVB? 850 220 1.9 1.02 0.35-1.2 Moderada
PAD950 Polimetacrilico 450 120 0.6 1.1 0.35-1.2 Moderada
ZEOLITA  Aluminosilicato 70-80 4-8 n.d 0.85 0.6-1.5 Baja
CAG Carbono n.d n.d n.d n.d 0.5-3.13 Baja

*Medido por adsorcién de nitrégeno

'PMC-DVB: Polimetacrilicos reticulados con divinilbenceno
2PDVB: Polidivinilbenceno

n.d: no determinado
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Cuantificacion del porcentaje de adsorcion y desorcion de polifenoles totales de cada material
adsorbente

Se ha realizado un estudio comparativo con el fin de establecer los rendimientos de adsorcién-
desorcion del proceso en cuanto a compuestos polifendlicos se refiere para cada material
adsorbente utilizado. Para realizar la cuantificacidon del proceso de adsorcién-desorcion para
cada matriz adsorbente se ha partido de 1 litro de fase liquida obtenida del método de
extraccién éptimo.

Respecto a la etapa de adsorcidn, se ha cuantificado la concentracidén de polifenoles totales de
la fase liquida antes (Piniciales) Y después (Piiquido tras adsorcisn) de haber sido tratada con la matriz
adsorbente. La diferencia de estos corresponde a los polifenoles retenidos en la matriz (Pretenidos)-

1)retenidos = Piniciales - pliquido tras adsorcion

Ecuacidn 1. Calculo de los polifenoles retenidos en matriz adsorbente.

l:)retenidos
% Adsorcion = ———- 100
iniciales

Ecuacidn 2. Calculo del % de polifenoles retenidos en la matriz adsorbente.

Donde: Pretenidos = Polifenoles retenidos en matriz adsorbente; Pincaes = Polifenoles de la fase
liquida inicial; Piiquido tras adsorcion = Polifenoles en fase liquida tras ser tratada con la matriz
adsorbente.

En cuanto a la etapa de desorcién, se ha cuantificado la concentracion de polifenoles en el
disolvente utilizado para la desorcidn (Piiquido tras desorcisn), |a diferencia de este valor con el valor
de los polifenoles retenidos corresponde con los polifenoles desorbidos (Pgesorbidos)-

l:)desorbidos = Pretenidos - Pliquido tras desorciéon

Ecuacion 3. Célculo de los polifenoles desorbidos de la matriz adsorbente.

Pdesorbidos .

% Desorcion = 100

retenidos

Ecuacidn 4. Calculo del % de polifenoles desorbidos de la matriz.

Donde: Pretenidos = Polifenoles retenidos en matriz adsorbente; Pgesorbidos = Polifenoles desorbidos
de la matriz adsorbente.

3.5. Cuantificacion de compuestos de interés

Tras la obtencidn de los extractos empleando las diferentes metodologias expuestas, se han
determinado y analizado los compuestos de interés especificos de cada material vegetal. Los
procedimientos llevados a cabo para realizar los analisis de estos compuestos se resumen a
continuacién:

3.5.1. Identificacidn y cuantificacion de compuestos de interés de los extractos de limén

La preparacién de la muestra para la identificacion y cuantificacién de compuestos de interés de
limén se realizé mediante la extraccion de 50 miligramos de cada muestra con 1 mL de metanol
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y agua acida (80:20 v/v) y se sonificd durante 90 minutos a temperatura ambiente. A
continuacién, las muestras se centrifugaron a 13000g durante 15 min y a 4 °C de temperatura.
Se recuperaron los sobrenadantes y el disolvente se evapord utilizando un Speed Vacuum. El
material seco obtenido se redisolvié en 0.25 mL de metanol y se filtré a través de un filtro de
politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.2 um y se analizé mediante HPLC-ESI-UV-MS/MS.

Los analisis de las muestra se llevaron a cabo en un equipo HPLC Agilent serie 1200 (Agilent
Technologies) equipado con una columna Agilent Zorbax C18 (4.6 x 100 mm, tamafio de
particulas de 2.5 um) y un detector UV-Vis de deteccion de matriz de diodos (DAD). El sistema
de HPLC se acopldé a Quadrupole-Time-of-Flight (micrOTOF-Q™, Bruker Daltonik GmbH), un
espectrémetro de masas Q-TOF ortogonal acelerado, equipado con una fuente de ionizacién por
electropulverizacién (ESI). Los pardmetros de analisis se establecieron utilizando un modo de
iones negativos con espectros adquiridos en un rango de masas de m/z 100 a 1000.

Se utilizaron como fases moviles Ay B, respectivamente, agua acidificada (0,1 % de férmico, v/v)
y acetonitrilo fijando un caudal de 0.35 mL/min. El efluente de la columna de HPLC se dividié
utilizando un divisor tipo T antes de colocarlo en el espectrémetro de masas (division = 1:3). Asi,
el flujo que llegd al detector ESI-Q-TOF-MS fue de 0.2 mL/min. La temperatura de la columna se
mantuvo a 25 °Cy el volumen de inyeccién fue de 4 pL.

3.5.2. Identificacidn y cuantificacion de compuestos de interés de extractos de alcachofa

La preparacion de muestra para la identificacion y cuantificacién de compuestos de interés de
alcachofa se realizd extrayendo 0.5 g de extracto de alcachofa liofilizado utilizando 10 mL de
metanol/H,0 80:20 (v/v) y se sonicé durante 30 min a temperatura ambiente. A continuacion,
la mezcla se centrifugd durante 15 min a 3800g y se recogieron los sobrenadantes. El disolvente
se evapord utilizando un Speed Vacuum vy, el residuo seco se redisolvié en 0.5 mL de 80:20 (v/v)
metanol/H,0. Finalmente, el extracto se centrifugd de nuevo y el sobrenadante se filtro a través
de un filtro de difluoruro de polivinilideno (PVDF) de 0.22 um y se midié con HPLC-ESI-UV-
MS/MS.

Los andlisis de las muestra se llevaron a cabo en un quipo HPLC Agilent serie 1200 (Agilent
Technologies) equipado con una columna Agilent Zorbax C18 (4.6 x 150 mm, tamafio de
particulas de 1.8 um) y un sistema de deteccién de matriz de diodos (DAD). El sistema de HPLC
se acoplé a Quadrupole-Time-of-Flight (micrOTOF-Q™, Bruker Daltonik GmbH), un
espectrometro de masas Q-TOF ortogonal acelerado, equipado con una fuente de ionizacion por
electropulverizacion (ESI). Los pardmetros de analisis se establecieron utilizando un modo de
iones negativos con espectros adquiridos en un rango de masas de m/z 50 a 1100.

Se utilizaron como fases moviles Ay B, respectivamente, agua acidificada (0.5 % de acido acético,
v/v) y acetonitrilo. El gradiente se programé de la siguiente manera: 0 min, 0% B; 10 min, 20%
B; 15 min, 30% B; 20 min, 50% B; 25 min, 75% B; 30 min, 100% B; 37 min 0% B, y finalmente se
mantuvieron las condiciones iniciales durante 3 minutos como paso de reequilibrio. El caudal se
fij6 en 0.80 ml/min durante todo el gradiente. El efluente de la columna de HPLC se dividié
utilizando un divisor tipo T antes de colocarlo en el espectrémetro de masas (division = 1:3). Asi,
el flujo que llegd al detector ESI-Q-TOF-MS fue de 0.2 mL/min. La temperatura de la columna se
mantuvo a 25 °Cy el volumen de inyeccion fue de 5 pL.
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3.5.3. Identificacidn y cuantificacion de compuestos de interés de extractos de granada

La preparacién de muestra para la identificacidn y cuantificacién de compuestos de interés de
granada se realizé pesando 75 mg de polvo homogeneizado de las muestras de granada y se
disolvié con 5 mL de una mezcla de metanol/DMSO/H,0 (40:40:20, v/v/v) que contenia 0.1% de
HCI. Las muestras se agitaron en vortex durante 10 min y se centrifugaron a 500 g (Eppendorf
5804R) durante 10 min. El sobrenadante se filtré a través de un filtro de 0.45 um de Difluoruro
de Polivinilideno (PVDF) (Millipore) y se midié con HPLC-ESI-UV-MS/MS.

Los analisis de las muestras se llevaron a cabo en un sistema Agilent serie 1200 (Agilent
Technologies) equipado con una columna PursuitXRsC18 de fase inversa (250 x 4 mm, tamafio
de particulas de 5 um) equipado con un detector fotodiodarray y un detector espectrometro de
masas de aniones (Agilent Technologies).

Las fases moéviles fueron agua con un 1% de acido férmico (A) y acetonitrilo (B) siguiendo un
perfil de gradiente de 0-20 min, 5-30% de B; 20-30 min, 30-55% de B; 30-38 min, 55-90% de B;
38-40 min, 90% de B; y después se volvié a las condiciones iniciales. Los cromatogramas UV se
registraron a 280 y 360 nm con un ancho de banda de 8 nm. El espectrémetro de masas con
trampa de iones (IT) se equipd con una interfaz de pulverizacidn electrostatica (ESI). Se utilizé
nitrégeno como gas de secado con un flujo de 11 I/min a una temperatura de 350 °C y gas de
nebulizacién a una presidn de 65 psi. El voltaje capilar se fijo en 4 kV. Los espectros de barrido
de masas (MS) y de diana (MS/MS) se registraron en modo negativo en un intervalo de m/z 100-
1500.

3.5.4. Cuantificacion de vitamina C

La preparacion de la muestra se realizd6 mediante una dilucién en agua de 1:2 (p/v),
posteriormente se procedid a realizar una filtracién con microfiltros de 0.45 uL y se inyecté
directamente en el equipo de analisis.

El sistema cromatografico utilizado es un cromatdgrafo liquido tipo HP serie 1100 (USA 2002)
con desgasificador de vacio, automuestreador, sistema de inyeccion automatico,
compartimento termostatado de columnas y detector UV-VIS de longitud de onda variable ¢
Diode Array (DAD).

Se utiliz6 un cartucho empacado C18 para HPLC, LiChroCART® 250-4 HPLC-Cartridge,
LiChrospher® 100 RP-18 (5 um). Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: flujo de 1
mL/min, deteccidn a una longitud de onda de 254 nm, volumen de inyeccién normal de 5 pL,
temperatura del horno de 30C.

3.5.5. Cuantificacidn de los compuestos fendlicos totales método Folin Ciocalteu

Los polifenoles presentes en los extractos fueron cuantificados colorimétricamente mediante el
método de Folin-Ciocalteu. Para lo cual se pesaron 2 gramos de muestra y se disolvieron en 5
mL de agua destilada; posteriormente, se centrifugd la mezcla (3000 rpm durante 10 minutos)
y el sobrenadante se llevd a un matraz donde se enrasé a 10 ml de agua. Se tomé una alicuota
de 200 plL de cada muestra diluida de extracto y se adicionaron 1000 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu (1:10) (Panreac Quimica S.A., Barcelona, Espafia) y 800 pL de disolucion de sodio
carbonatado al 7.5% (p/v). Los compuestos fendlicos se oxidan por el reactivo de Folin-Cicalteu,
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lo que resulta en una coloracién azul, la cual fue medida en un espectrofotometro modelo
UNICAM UV/Vis Spectrometer (Spectronic Unicam, Texas, Estados Unidos) a una longitud de
onda de 765 nm tras 20 minutos de incubacion. El contenido de compuestos fendlicos se calculd
en base a una curva de calibrado realizada con acido galico, los resultados estan expresados en
g acido galico/kg de extracto.

3.5.6. Cuantificacidn de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS

Para valorar la capacidad antioxidante de los extractos, se ha utilizado el método ABTS. Este
método se fundamenta en la cuantificacidon de la decoloracién del ABTS*, que es reducido en
presencia de antioxidantes. El ABTS® es un croméforo que absorbe luz a una longitud de onda
de 734 nm. El catién se prepara mediante una solucién de ABTS (7 mM) (Sigma-Aldrich, Missouri,
Estados Unidos) y una disolucion de persulfato potasico (2.45 mM) (Sigma- Aldrich, Missouri,
Estados Unidos), después de la incubacidon a temperatura ambiente en la oscuridad 12 h.
Posteriormente, la disolucidon de ABTS* se diluyd con etanol hasta obtener una absorbancia de
0.700 (+0.04 a una longitud de onda de 734 nm).

Las muestras de los diferentes tipos de extractos se diluyeron (1:100) y una parte alicuota de 10
pL se mezclé con 1000 plL de disolucién de ABTS®. Esta mezcla se dejo en reposo, a temperatura
ambiente y condiciones de oscuridad durante 4 minutos, e inmediatamente se midié la
absorbancia a 734 nm. La capacidad antioxidante se calculé utilizando una curva de calibrado
realizada con trolox (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos), expresando los resultados como
equivalentes de g trolox/kg de muestra.

3.5.7. Cuantificacion de humedad

La determinaciéon del contenido de humedad se realizé en un analizador halégeno. Este
instrumento trabaja segun el principio termogravimétrico. El equipo dispone de una balanza de
precisidn-integrada en el instrumento que mide el peso continuamente. Se pesaron 2 gramos
de muestra en un portamuestras y se extendié lo maximo posible. Se introdujo en el equipo y
se secd mediante un radiador halégeno hasta peso estable. El resultado se expresa en % o
mg/100 g.

3.5.8. Cuantificacién de proteinas

La cantidad de proteinas totales se cuantificd por el método de Kjeldahl, calculada como
nitrogeno Kjeldahl multiplicado por 6.25. En un matraz de digestion Kjeldahl se adiciond de 1
gramos de extracto y se afiadieron 1 gramo de catalizador y 15 mL de H,S0,4 concentrado. Se
calentdé suavemente al principio y enérgicamente cuando transcurrieron 15 minutos. Se hirvié
hasta que la disolucidn se aclaré y quedd transparente. Se enfrié y se afiadié agua desionizada
hasta llegar a 100 mL.

El matraz se colocé en el destilador, se adicionaron 50 mL de hidréxido sddico al 30% para
neutralizar, se destilé la mezcla hasta recoger el destilado en un matraz de 250 mL donde se
afiadieron 30 mL de dacido bédrico al 2% con un 1% de indicador llevados a 100 mL
aproximadamente con agua. Se considerd terminada la destilacién cuando el volumen del
Erlenmeyer fue de 200 mL. A continuacion, se procedié a la valoracién de la muestra con HCI
0.05N 6 0.1N.
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El resultado se expresa en g/100g de proteinas con dos cifras decimales y se calcula con la
siguiente formula:

N-1,4-6,25-(V—-V,
Proteinas (g/100g) = 5 ( b)
m

Ecuacion 5. Célculo de la cantidad de proteinas extraidas.

Donde: N = normalidad del HClI empleado; V = volumen en mL de valorante consumido; Vy =
volumen de mL consumido por un blanco que se hara con todos los reactivos, pero sin muestra;
Pm = peso en gramos de la muestra.

El ensayo se realizd por triplicado y se aceptd el valor cuando la diferencia entre los resultados
fue inferior al 5%.

3.5.9. Cuantificacion de aztcares totales

La cuantificaciéon de azucares totales engloba el sumatorio de la concentracidon de fructosa,
glucosa y sacarosa. Los reactivos necesarios para esta determinacién fueron agua desionizada,
estandar analitico de sacarosa 99.9% (Supelco 4-7289); estandar analitico de glucosa 99.9%
(Supelco 4-7249) y estandar analitico de fructosa 99.6%, (Supelco 4-7247). Se prepara una
solucién madre de fructosa, glucosa y sacarosa en agua desionizada de aproximadamente 2 g/L.
Con estas soluciones se realizé la curva de calibracion.

Posteriormente, se llevé a cabo una extraccion de la muestra a temperatura ambiente con agua
desionizada y se mantuvo en agitacién durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo, se filtré
con microfiltros de 0.45 um tipo Whatman NYL é Millipore HATF y se inyectd en el equipo de
analisis.

Las disoluciones se analizaron mediante un cromatdégrafo liquido de alta resolucién, modelo HP
serie 1100 (EEUU) equipado con detector de indice de refraccion y columna polimérica de iones
calcio, el cual incluye el software apropiado para introducir la recta de calibracién y obtener la
concentracién correspondiente de las muestras una vez registrada el drea de cada pico. El
equipo cuenta ademds con desgasificador de vacio, automuestreador-sistema de inyeccién
automatico y compartimento termostatado de columnas. La fase movil fue agua desionizada, el
flujo 0.5 mL/min y el volumen de inyecciéon normal es de 20 pL.

Las concentraciones de los azlcares en la muestra problema, se calcularon por introduccién de
las dreas obtenidas en la recta de calibrado grabada en el software del ordenador que controla
el equipo. En el célculo final de los resultados, que se expresan en g/100 g o %, se tienen en
cuenta los factores de dilucién en la preparaciéon de la muestra y se realizaron segun la
expresion:

P

Concentracion (g/L) =C- % - 1073

Ecuacion 6. Formula utilizada en el calculo de la concentracion de azucares.
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Donde: C = concentracién que obtenemos al introducir el area problema en la calibracién; Py =
peso total o final de la dilucidn; P = peso de muestra.

3.5.10. Cuantificacion de fibra alimentaria

Para realizar la cuantificacién de fibra alimentaria se incineraron los crisoles en la mufla a una
temperatura de 520 + 20 °C durante 1 hora, se enfriaron en el desecador y se pesaron (P1).

Previamente a la pesada de la muestra, se extrajeron los azlcares y se desecd. Para ello se
tomaron 10 g de muestra y se disolvieron en 150 mL de EtOH al 85%. Dicha disolucidn se agitd
a 30-40 °C durante 10 minutos. Finalizado este tiempo, se decanté el liquido de la muestra y se
afadieron 15 mL de EtOH al 96%, se centrifugd y se elimind el sobrenadante. El sélido recogido
se mantuvo en una estufa a 70 °C durante 24 horas. A continuacién, se pesd 1 gramo de muestra
con una resolucion de 0.1 mg (Pm) en los frascos de incubacion.

Se afiadieron 40 mL de Tampdn MES-TRIS y la mezcla se agitd en una placa para evitar la
formacidn de grumos. Se adicionaron 100 L de a-amilasa mientras se agitaba despacio, se tapd
con papel de aluminio, y se incubé durante 15 minutos a 95-100 °C en un bafo termostatado
con agitacion. Tras enfriar a 60 °C y deshacer los grumos que se formaron lavando las paredes y
la espatula con agua, se afiadieron 100 pL de proteasa y la mezcla se mantuvo durante 30
minutos a 60 °C en un bano termostatado con agitacién. Pasados 30 minutos, se adicionaron 5
ml de HCl 0.561M y 100 pL de amiloglucosidasa y se continud con la agitacién durante 30
minutos mas a 60 °C.

Después, se pusieron los crisoles con el celite homogeneizandolo con 15 mL de etanol 78% en
vacio y se colocaron en el equipo de fibra en la posicién de filtracidén inferior. Se lavaron las
paredes de los frascos con 225 mL de EtOH al 95% a 60 °C, se taparon y se dejé precipitar la
muestra al menos 1 hora. Trascurrido este tiempo, se filtré usando 15 mL de etanol del 78% y
15 mL de etanol al 95%. Los crisoles se dejaron toda la noche a 105 °C en la estufa, y después se
dejaron enfriar y se pesaron (P;). El contenido de los crisoles se pasé a tubos Kjeldahl para
determinar el residuo de proteina. El contenido en fibra de la muestra se expresa en % con una
cifra decimal. Se calcula de la forma siguiente:

Residuogpr, — Residuoproteina
Po
Ecuacion 7. Calculo de la cantidad de fibra alimentaria.

Fibra Alimentaria (%) = -100 - f,

Donde: Po = peso en gramos de muestra inicial; f. = factor de correccion de la humedad y grasa.

ReSiCh'lOfibra (g) =P —-P
Ecuacidn 8. Calculo del residuo de fibra.
Donde: P, = peso en gramos del crisol con celite mas fibra; P1 = peso en gramos del crisol con
celite.
(Vg = Vi) - N - 14,007 - 6,25
1000

ReSid-uoproteina (g) =

Ecuacion 9. Calculo residuo de proteina.
Donde: Vg = volumen gastado para la muestra; Vi = volumen gastado para el blanco.
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Cuando se desecd y/o se desgraso la muestra, se corrigio el resultado, multiplicandolo por el
siguiente factor de correccién:
100 — (%Humedad + %Grasa + %Aztcar)
fe = 100
Ecuacidn 10. Factor de correccion.

3.5.11. Medida de la capacidad antimicrobiana in vivo por impedancia eléctrica

La medida de capacidad antimicrobiana in vivo se ha realizado mediante aplicacién directa de
extractos en crecimiento de bacterias. Se utilizaron cepas de Salmonella, Enterica subsp.
Enterica, serovar Typhimurium (CECT 4594) y E. coli (Escherichia coli CECT 515), de la Coleccidn
Espafiola de Cultivos Tipo, con una concentracién de 10° ufc/mL, utilizando como medio de
cultivo 001A (Sy-Lab, Austria), realizando las medidas de impedancia a 30 °C.

La cepa liofilizada se introduce en TSB durante 24 h a 37 °C, medio en el que se alcanza una
concentracidn aproximada de 10° ufc/mL. Tras ello, se adicionaron 8.9 mL de medio Sy-Lab001A
a los tubos a introducir en el equipo BacTrac, inoculando a cada uno de ellos 0.1 mL de cepa a
una concentracion 10° ufc/mL y 1 mL del extracto antimicrobiano a ensayar en una
concentracion de 5 g/kg. Tras ello, los tubos se introdujeron en el equipo, y se dejaron incubar
durante 24h a 37 °C.

Los cambios de impedancia o resistencia del medio de cultivo debido al crecimiento de
microorganismos se midieron de forma automatica con el equipo BacTrac 4300 (Gomensoro,
Espaiia).

3.5.12. Medida de la capacidad antioxidante in vivo por impedancia eléctrica

El método utilizado se basa en medir el CO; desprendido por las células durante la respiracion
celular. Para medir la capacidad antioxidante por impedancia eléctrica, se utilizd el equipo
BacTrac 4000 Series. Se utiliza un vial con electrodos en contacto con una solucién de potasa
(KOH), dentro de ese vial se deposita otro vial que contiene un cultivo de células de levaduras
(Saccharomyces cerevisiae), previamente sometidas a un tratamiento de estrés oxidativo
poniéndolas en contacto con peréxido de hidrégeno (H,0,). Si el producto antioxidante objeto
de estudio afiadido es capaz de revertir el dafio oxidativo provocado a las células, se produce
CO; en la respiracién celular, que colapsara la disolucién de potasa en contacto con los
electrodos, los cuales registraran un cambios en la conductividad que seran interpretados como
una curva de crecimiento.

El procedimiento consiste en someter a la célula a estrés oxidativo con H;0; 1 mM,
posteriormente se afade el agente antioxidante (extractos finales), dejando reposar una hora a
temperatura ambiente para que la especie antioxidante contrarreste el efecto del perdxido.
Transcurrida una hora, se adiciona 0.1 mL de cada uno de los viales a unas celdillas que
contienen 3 mL de caldo nutritivo para levaduras. Los viales se introducen en las celdillas con
electrodos que contienen que contienen 2 mL de KOH al 2%, detectando asi el equipo los
cambios en la conductividad en la disolucién de potasa cuando reacciona con el CO; de la
respiracion celular.
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Estas medidas se realizaron por triplicado en todos los casos, partiendo de un cultivo de
levaduras (Sacharomices Cerevisiae) a una concentracion de 10° ufc/mL.

= Vial 1: Control de cepa (800 pL de cepa)

= Vial 2: Control estrés oxidativo (800 pL de cepa + 100 plL H,0), sin antioxidante.

= Vial 3 de producto: Control de extracto antioxidante (800 uL de cepa +100 uL H,0, + 100
uL extracto con concentracion 5 g/kg).

Ademas, en las celdillas de Bactrac, como control se ailade un vial sélo con medio de cultivo para
comprobar su esterilidad y otro solamente con potasa que se colapsa con el CO, atmosférico,
comprobando asi que la disolucidn de potasa esta bien preparada.

3.5.13. Caracterizacion nutricional y toxicolégica de los extractos

Ademas de la identificacién y cuantificacion de compuestos de interés, los productos finales
liofilizados obtenidos se han caracterizado mediante analisis nutricional, plaguicidas y andlisis
microbioldgico. Las técnicas de analisis utilizadas y las unidades de medida en las que se
expresan los resultados se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 5. Técnicas de analisis y unidades de medida para las diferentes determinaciones
realizadas a los productos finales obtenidos.

Determinacion Técnica de analisis Unidad de medida

Determinacion del analisis nutricional

i . . Gravimetria
Fibra alimentaria ) .. » g/100g
(digestién/desecacidn)

Humedad Gravimetria g/100g
Grasa Método Soxhlet g/100g
Proteinas Método Kjeldahl g/100g
Hidratos de carbono Calculo g/100g
Valor energético Célculo kcal/100g / kJ/100g
Cloruro sédico Cromatografia I6nica g/100g
Cenizas totales Gravimetria g/100g

Cromatografia Liquida

Azlicares totales (HPLO) g/100g
L Cromatografia gases (CG-
Acidos grasos saturados FID) g/100g
Determinacion de plaguicidas
Multirresiduo QuEChERS mg/kg
Multiliquidos QuEChERS mg/kg
Determinacion microbioldgica
Microbiologia Recuento ufc/g

Los procedimientos empleados para el analisis de cada determinacidn se detallan en el apartado
ANEXO |l Caracterizacion de productos: andlisis nutricional, andlisis toxicolégico y andlisis
microbioldgico.
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3.5.14. Tratamiento de los datos

Todos los ensayos experimentales se han realizado por triplicado, al igual que las
determinaciones analiticas. Los valores presentados son los valores medios obtenidos junto con
la desviacién estdndar calculados mediante el paguete Microsoft Office 365 y el programa de
Excel versidn 2306.
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4.1. Revalorizacion del subproducto de limén

La revalorizacién del subproducto de limén se ha realizado con residuos de limdén de la variedad
Fino, que constan de restos de corteza tras la etapa de exprimido y retirada de aceites esenciales
en la elaboracidon de zumo. Este subproducto ha sido caracterizado mediante la determinacidn
de los compuestos de interés hesperidina, limonina y vitamina C, azlcares totales, fibra
alimentaria, y proteinas, asi como los analisis nutricional, microbiolédgico y toxicoldgico.

Tabla 6. Caracterizacién del subproducto de limdén variedad Fino. Los valores de determinacién
de los compuestos de interés corresponden a la media + desviacidn estandar de los andlisis
realizados por triplicado.

Determinacion de los compuestos de interés (g/kg)

Hesperidina 3.37+0.02
Limonina 0.13+0.03
Vitamina C 0.65+0.03
Determinacion del andlisis nutricional (g/100g)
Azucares totales 3.5+0.0
Fibra alimentaria 8.1+0.1
Humedad 83.8+0.8
Proteinas 0.9+0.0
Determinacion toxicoldgica (mg/kg)
Plaguicidas <La

Determinacion microbioldgica

Microbiologia Ausencia patogenos
La caracterizacidon completa del subproducto de limdn puede consultarse en el apartado Anexo
Il Caracterizacion detallada de productos. En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos

aparecen especificaciones de los compuestos de interés. Las incertidumbres de los ensayos
nutricionales han sido calculadas de acuerdo con la guia “ILAC Guidelines for Measurement
Uncertainty in Testing (ILAC-G17:01/2021)".

En cuanto a los compuestos de interés del subproducto de limén, los mayoritarios son
hesperidina y vitamina C, ademas de fibra alimentaria, azlcares y en menor cantidad proteinas.
La materia analizada, tal y como muestra la Tabla 6, no presenta patdgenos ni plaguicidas.

4.1.1. Optimizacion de extraccion de los compuestos de interés del subproducto de limén
a escala de laboratorio

La optimizacidn de las diferentes técnicas de extraccion estd referida al poder extractivo de cada
tratamiento en funcién de la capacidad de la técnica para recuperar compuestos polifendlicos
del subproducto de limén.

Para poner a punto los protocolos y las diferentes técnicas de extraccién, se ha seguido el
protocolo descrito en el apartado 3.2 de Materiales y Métodos.

A continuacion, se detallan los experimentos llevados a cabo con el fin de optimizar cada técnica
de extraccion, atendiendo a los pardmetros de operacion de cada tratamiento a escala de
laboratorio.
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4.1.1.1. Optimizacidn de la extraccion acuosa del subproducto de limén

La extraccién acuosa se ha optimizado variando los siguientes pardmetros de proceso, tal y como
se describe en el apartado 3.2.1 de Materiales y Métodos.

= Relacién sélido:liquido
= Temperatura de extraccion
= Tiempo de extraccion

Finalizadas las extracciones empleando las diferentes condiciones experimentales y utilizando
como disolvente agua, se caracterizd la fase acuosa filtrada atendiendo al contenido de
polifenoles totales como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 7. Optimizacion de las condiciones de la extraccidn acuosa (EAT) en el subproducto de
limén. Los valores corresponden a la media + desviacidn estandar de tres réplicas.

Ratio
L Temperatura Tiempo Polifenoles totales
Condicion . subproducto: agua L. .
(°C) (min) (g acido galico/L)
(p/v)
EAT-1 25 60 1:2 0.478 £ 0.007
EAT-2 25 60 1:3 0.489 £ 0.009
EAT-3 25 60 1:4 0.479 £ 0.007
EAT-4 50 60 1:3 0.541 £0.010
EAT-5 75 60 1:3 0.663 + 0.005
EAT-6 98 60 1:3 1.030 £ 0.011
EAT-7 98 30 1:3 0.785 + 0.006
EAT-8 98 90 1:3 1.014 £ 0.012

La relacidn sdlido:liquido dptima corresponde a una ratio 1:3 p/v. Manteniendo constante este
valor, cuando se aplica una temperatura de ebullicidn al tratamiento extractivo (cerca de los 98
°C), se constata que se obtiene la mayor concentracién de polifenoles en la fase acuosa. El
tiempo de extraccién aplicando los pardmetros éptimos constantes es de 60 minutos. En
resumen, las condiciones experimentales dptimas, entre las ensayadas, corresponden a EAT-6.

1,2

Polifenoles totales, g dcido galico/L
=
I

EAT-1 EAT-2 EAT-3 EAT-A EAT-S EAT-6 EAT-7 EAT-2

Condicion de proceso
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Figura 30. Cantidad de polifenoles totales seglin las condiciones experimentales para la
optimizacion de la extraccidon acuosa del subproducto de limén. Los datos muestran la media +
desviacidn estandar de tres réplicas independientes.

Puesto que todas las extracciones se van a realizar con agua como disolvente, la ratio
subproducto:agua que corresponde a los mejores resultados en la extraccion, 1:3 p/v, es la que
se tomara como referencia para el resto las técnicas extractivas estudiadas en esta Tesis. En
cuanto al tiempo de extraccién con este disolvente, el éptimo resultd ser de 60 minutos en
condiciones de presidn atmosférica, razdn por la que en las técnicas de extraccidon enzimatica y
y ultrasonidos, y dado que trabajan en las mismas condiciones de presion, se ha tomado como
referencia este tiempo. Esto nos permitira poder comparar la efectividad de las diferentes
técnicas de extraccion empleadas.

En las condiciones EAT-4 la extraccidn se llevd a cabo a 50 °C de temperatura debido a que esta
es la temperatura de maxima efectividad de las enzimas, de esta forma se podrd comparar los
resultados obtenidos en estos experimentos con los de la técnica de extracion enzimatica.

En las condiciones EAT-5 se ha seleccionado 75 °C de temperatura debido a que esta ha sido la
temperatura a la que llegaron las mezclas tratadas mediante ultrasonidos.

4.1.1.2. Optimizacidon de la extraccidon enzimatica del subproducto de limén

Como se avanzd antes, en la extraccidn enzimatica se usarén algunos de los parametros
optimizados en la extraccién acuosa debido a que se usa el mismo disolvente (agua) y las mismas
condiciones de presidn. Asi pues, los siguientes pardmetros se mantuvieron contantes.

= Relacidn sélido:liquido: 1:3 p/v
= Tiempo de extraccion: 60 minutos

La temperatura y el pH para alcanzar la maxima efectividad de las enzimas recomendado por el
proveedor son:

=  Temperatura: 50 °C
= pH:3.5-5.0

La extraccién enzimatica se ha optimizado evaluando el efecto que ejercen el tipo vy
concentracién de enzima siguiendo el protocolo que se describe en el apartado 3.2.2 de
Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos corresponden pues a diferentes experimentos
en los que se varia:

= Tipo de enzima
=  Concentracion de enzima

Finalizada la extraccidon con las diferentes condiciones, se caracterizd la fase acuosa filtrada
atendiendo al contenido de polifenoles totales. Los resultados se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 8 Optimizacion de las condiciones de la extraccién enzimatica (EE) en el subproducto
limén. Los valores corresponden a la media + desviacion estandar de tres réplicas.
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.. . Concentracion de enzima  Polifenoles totales
Condicion pH Enzima Celulasa

(%) (g acido galico/L)
EE-1 3,8 Naturzyme 0.01 0.519 £0.010
EE-2 3,8 Naturzyme 0.015 0.565 £ 0.012
EE-3 3,8 Naturzyme 0.02 0.499 £0.014
EE-4 3,8 Validase TRL 0.001 0.557 £ 0.009
EE-5 3,8 Validase TRL 0.005 0.580 + 0.006
EE-6 3,8 Validase TRL 0.01 0.595 + 0.008

La mayor concentracidn de polifenoles totales se se consiguié utilizando las condiciones EE-6,
gue corresponden a la enzima celulasa Validase TRL en una concentracidn de 0.01% de enzima
respecto el peso del subproducto seco, manteniendo un ratio 1:3 p/v, una temperatura de 50
°Cy un tiempo de extraccién de 60 minutos.

Este estudio sobre la extraccidn enzimatica demuestra, ademas, que la adicién de enzima
mejora ligeramente el rendimiento de extraccién de polifenoles. Este resultado es evidente
cuando se compara la cantidad de polifenoles de la extraccidn acuosa en las condiciones EAT-4
(0.541 g acido galico/L), correspondiente a la temperatura de mayor efectividad de las enzimas,
con la cantidad obtenida en las experiencias EE-6 (0.595 g 4cido galico/L).

0.7

o galico/fl
—

Polifenoles totales, g acid

EE-1 EE-2 EE-3 EE-4 EE-5 EE-&

Condicion de proceso

Figura 31. Cantidad de polifenoles totales seglin las condiciones experimentales para la
optimizacion de la extraccién enzimatica en el subproducto de limén. Los datos muestran la
media * desviacion estandar de tres réplicas independientes.

4.1.1.3. Optimizacidn de la extraccion asistida por ultrasonidos del subproducto de limén
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En la extraccidn asistida por ultrasonidos se usarén algunos de los pardmetros optimizados en
la extraccidn acuosa debido a que, como en el caso anterior, también se usa el disolvente (agua).
El extractor utilizado ha sido un equipo de ultrasonidos UIP500hDT (Hielscher).

= Relacidn sélido:liquido: 1:3 p/v
= Tiempo de extraccion: 60 minutos

La extraccion asistida por ultrasonidos se ha optimizado siguiendo los siguientes parametros de
proceso tal y como se describe en el apartado 3.2.3 de Materiales y Métodos:

= Potencia de extraccion

Finalizada la extraccion con diferentes potencias ultrasdnicas, se caracterizd la fase acuosa
atendiendo al contenido de polifenoles totales como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 9. Optimizacion de las condiciones de la extraccion asistida por ultrasonidos (EUS) en
subproducto limdén. Los datos muestran la media + desviacién estdndar de tres réplicas
independientes. Los valores corresponden a la media + desviacién estandar de tres réplicas.

Potencia .
L L. Polifenoles totales
Condicion ultrasonica L. o
(g acido galico/L)
(W)
EUS-1 135 0.733£0.016
EUS-2 250 0.756 £ 0.006
EUS-3 320 0.789 +0.012

En todas experiencias la temperatura de la mezcla alcanzd unos 75 °C debido al choque de ondas
sonoras. Como puede verse al analizar los datos de la tabla, manteniendo constantes el ratio 1:3
p/v subproducto:agua, y un tiempo de extracciéon de 60 minutos, la potencia ultrasénica que
proporcioné mejores resultados fue de 320 W, la denominada como EUS-3.

La cantidad de polifenoles totales obtenidos mediante extraccion asistida por ultrasonidos en
las condidiones EUS-3 (0.789 g acido galico/L) es mayor que la que rindié la extraccion acuosa
en las mismas condiciones de temperatura, tiempo y ratio subproducto:agua (0.663 g acido
gélico/L). En consecuencia, queda demostrado que la sonificacién mejora el rendimiento de la
extraccién de polifenoles manteniendo los mismo valores para el resto de parametros
experimentales considerados.
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0,8
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0,72

Polifenoles totales, g acido galico/L

o7
EUS-1 EUS-2 EUS-3

Condicion de proceso

Figura 32. Cantidad de polifenoles totales seglin las condiciones experimentales para la
optimizacion de la extraccidn asistida por ultrasonidos en subproducto de limén. Los datos
muestran la media * desviacion estdndar de tres réplicas independientes.

4.1.1.4. Optimizacidn de la extraccion con agua subcritica del subproducto de limén

En la extraccién con agua subcritica se usardn algunos de los parametros optimizados en la
extraccién acuosa debido a que se usa el mismo disolvente (agua). El extractor utilizado ha sido
un equipo Thermo Scientific Dionex™ ASE™ 350, el cual tiene configurado una presién constante
de operacién en sus tratamientos extractivos de 150 bares.

= Relacion sélido:liquido: 1:3 p/v
= Presion de extraccion: 150 bares

La extraccidon con agua subcritica se ha optimizado siguiendo los siguientes parametros de
proceso tal y como se describe en el apartado 3.2.4 de Materiales y Métodos, debido a que las
condiciones de presidon cambian con respecto a las demds técnicas extractivas, se realizaron
diversos experimentos con el fin de optimizar los siguientes parametros:

= Temperatura de extraccion
= Tiempo de extraccion

Finalizada la extraccidn con las diferentes temperaturas, se caracterizé la fase acuosa
atendiendo al contenido de polifenoles totales como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 10. Optimizacién de las condiciones de la extraccién con agua subcritica (EAS) en
subproducto limén. Los valores corresponden a la media + desviacidn estandar de tres réplicas.

. ) ) Polifenoles totales
Condicion Temperatura (°C) Tiempo (min) L. L
(g acido galico/L)

EAS-1 80 5 0.951 +0.009
EAS-2 100 5 1.508 +0.017
EAS-3 120 5 1.612 £0.011
EAS-4 120 1 1.089 +£0.019
EAS-5 120 10 1.506 + 0.007
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Como se desprende de los datos de la tabla anterior, la mayor concentracién de polifenoles en
la fase acuosa se obtiene cuando se aplica una temperatura de 120 °Cy una presion de 150 bares
durante un tiempo de extraccion de 5 minutos.

1,8
1,6 I
1,4

1,2

0,8
0,6
04
0,2

Polifenoles totales, g acido galico/L

EAS-1 EAS-2 EAS-3 EAS-4 EAS-5

Condicion de proceso

Figura 33. Cantidad de polifenoles totales seglin las condiciones experimentales para la
optimizacion de la extraccién con agua subcritica en subproducto de limén. Los datos muestran
la media * desviacién estandar de tres réplicas independientes.

4.1.2. Extraccion y caracterizacion de los extractos de limén obtenidos a escala piloto

En este apartado se detalla la caracterizacién de extractos finales obtenidos en los siguientes
tratamientos:

= Extraccion acuosa

= Extraccion mediante tratamiento enzimatico
=  Extraccidn asistida por ultrasonidos

= Extraccion con agua subcritica

Una vez realizado el pretratamiento al subproducto de limdn, consistente en lavado y triturado,
se somete al tratamiento de extraccion. Pasado el tiempo de extraccidn, se separa la corriente
solida de la acuosa mediante un Decanter tal y como se describe en el apartado 3.3 de
Materiales y Métodos. La corriente sélida obtenida se deshidrata a 70 °C durante 2 dias en una
estufa con control de humedad, obteniéndose un extracto aprovechable por su gran contenido
en fibra alimentaria.

La fase acuosa se deshidrata mediante un proceso de concentracién en una bola de vacio,
posteriormente la fase acuosa concentrada se congela y se obtiene en polvo mediante un
proceso de liofilizacidn.

Una vez obtenida la fase acuosa liofilizada se procede a su caracterizacion atendiendo a:

= Compuestos organicos de interés del producto
=  Analisis nutricional
= Capacidad antimicrobiana y antioxidante
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A continuacidn, se detalla la caracterizacidn, mediante la determinacidon de compuestos de
interés, andlisis nutricional y rendimiento, de los extractos obtenidos empleando las diferentes
técnicas de extraccion al subproducto de limén.

Tabla 11. Caracterizacion extractos acuosos finales obtenidos del subproducto de limdn con
diferentes técnicas extractivas. Los valores corresponden a la media * desviacién estandar de
tres réplicas.

Extraccion Extraccion Extraccion Extraccidn agua
acuosa enzimatica ultrasonidos subcritica

(EAT) (EE) (EUS) (EAS)

Fifon

e

Determinacién de compuestos de interés (g/kg)

3

Polifenoles totales, g 4cido

galico/ke 23.94+0.25 59.61+0.43 22.82+0.24 106.08 +0.75
Neoeriocitrina 19.39 +0.05 19.09 + 0.04 19.15+0.12 29.23+£0.07
Hesperidina 14.68 +0.16 17.69 +0.19 9.38 £0.09 1.70 £ 0.06
Vicenina-2 3.48 £ 0.07 6.21+0.04 4,57 £0.06 6.91 £ 0.05
Crisoeriol 6,8-DI-C-glucésido 2.13+£0.05 3.03+0.04 2.44 £ 0.06 4.16 £0.05
Acido nomilinico 1.22 £0.03 12.05 +0.04 1.38 £0.05 6.52 £ 0.05
Luteolina-neohesperidosidasa 1.68 £ 0.04 3.37+0.03 1.26 £ 0.05 4.18 +0.03
Narirutina 1.17 £0.05 2.46 £ 0.09 1.34£0.04 3.74 £ 0.06
Limonina 2.13+0.03 1.71+0.03 2.23+0.04 0.54 +0.03
Vitamina C 2.90 +0.06 <LQ 0.09 £0.02 <LQ
Diosmetina 8-C-glucésido 0.82+0.04 2.73+£0.03 0.79 £0.04 2.13+0.05
Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 28.45 £ 0.09 60.66 £ 0.15 32.12+£0.08 163.92 +0.85
Determinacion del andlisis nutricional (g/100g)
Azucares totales 31.0+£0.6 8.2+0.2 42.1+0.8 2.8+0.0
Fibra alimentaria 20.1+0.2 32.0+0.3 129+0.1 53+0.1
Humedad 21.9+0.2 1.4+0.0 10.5+0.1 42+0.0
Proteinas 44+0.1 7.0£0.2 11.1+0.3 13.4+04
Rendimiento (% respecto el peso de materia prima inicial)
Rendimiento 2.1+0.2 5.1+0.1 43+03 1.7+0.2

La caracterizacion completa de extractos de limdn se encuentra en el apartado Anexo Il
Caracterizacion detallada de productos. En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos
aparecen especificaciones de los compuestos de interés. Las incertidumbres de los ensayos
nutricionales han sido calculadas de acuerdo con la guia “ILAC Guidelines for Measurement
Uncertainty in Testing (ILAC-G17:01/2021)".

En cuanto a la determinacion de compuestos de interés, la tecnologia con agua subcritica es la
técnica extractiva con la que se obtiene un mayor contenido en polifenoles totales (106.08 g
acido galico/kg), en proteinas (13.4 g/100g) siendo el extracto que mayor capacidad
antioxidante presenta mediante el método ABTS en comparacién con los obtenidos mediante
las otras técnicas extractivas. Sin embargo, se obtiene menos hesperidina que en los demas
extractos, esto se debe a que cuando este compuesto se somete a altas presiones tiende a
degradarse transformdndose en otros compuestos polifendlicos diferentes, resultados que
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concuerdan con los publicados por Dong-Shin, que constataron la disminucién de hesperidina al
someter a citricos a altas presiones para la extraccion de flavonoides (Dong-Shin, K. et al., 2020).

En comparacién con las otras técnicas empleadas, la extraccién con agua subcritica produce un
extracto de mayor contenido polifendlico en tiempos de procesamiento mas cortos. A pesar de
todas las ventajas del agua subcritica, consideramos que el elevado coste de esta tecnologia es
el principal inconveniente de su aplicacién a gran escala. Una conclusién similar a la obtenida
por otros estudios llevados a cabo en la optimizacidon de este proceso. (Adetunji, L. R. et al.,
2017).

El extracto con mayor concentracion de hesperidina es el que se obtiene mediante extraccion
enzimatica (17.69 g/kg), ademas de ser el que presenta mayor concentracion en fibra
alimentaria (un 32.0 g/100g). La tecnologia enzimatica es efectiva en la obtencion de
compuestos de interés, estudios como el de Nadar et al., afirman su potencial en el desarrollo
de ingredientes nuevos y rentables enriquecidos con polifenoles. (Nadar, S. S. et al., 2018)

Por dltimo, cuando se somete al subproducto de limdn a un tratamiento con ultrasonidos se
obtiene un extracto final con una gran concentracidn de aztcares (42.1 g/100g) y proteinas (11.1

g/100g).

4.1.3. Medida de la capacidad antimicrobiana y antioxidante in vivo de los extractos de
limén obtenidos

Se ha realizado un estudio sobre la capacidad antimicrobiana y antioxidante mediante
impedancia eléctrica in vivo. Con este objetivo, se realizaron dos controles. Por otra parte, y
dado que la produccion de extractos con las diferentes técnicas extractivas se llevd a cabo en
periodos de tiempo diferentes, para las técnicas de extraccidén acuosa, enzimatica y ultrasonidos
se ha utilizado la cepa (1), y para la extraccién con agua subcritica la cepa (2). Los resultados
obtenidos de este estudio se muestran en las siguientes figuras.
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M%

0 1 2 3 4 5 G 7 8 9 10 11 12 13 14 15
hrs

Meas. NewIDTM NewIDTE Orig. det time Orig. CFU Temperature Info 1 Info 2
No. [hrs] [hrs.] [hrs.] [*C]
| 3740 - - 1,24 - 37,00 CONTROL SALMONELLA (1)

3741 - - 1,39 - 37,00 SALMONELLA (1) + EXTRACTO ACUOSO 5g/Kg
| 3742 - - 2,59 - 37,00 SALMONELLA (1) + EXTRACTO ENZIMATICO 5g/Kg
| 3743 - - 148 - 37,00 SALMONELLA (1) + EXTRACTO ULTRASONIDOS 5g/Kg

4121 - - 1,74 - 37,00 CONTROL SALMONELLA (2)

4128 - - 2306 - 37,00 SALMONELLA (2) + EXTRACTO AGUA SUBCRITA 5g/Kg

Figura 34. Capacidad antimicrobiana por impedancia eléctrica in vivo de extractos de limdn
obtenidos mediante las diferentes técnicas sostenibles utilizando como cepa Salmonella.

El tiempo de crecimiento de la cepa Salmonella (1) es de 1.24 horas, cuando se afiade extracto
de limén obtenido mediante extraccidon enzimatica, el tiempo aumenta hasta 2.59 h, por lo que
podemos asegurar que este extracto posee capacidad antimicrobiana frente a Salmonella.

Como se muestra en la grafica de la siguiente figura, para cepa Salmonella (2) el tiempo de
crecimiento es de 1.74 horas, y al afiadir extracto de limén obtenido a través de la técnica de
extraccién con agua subcritica, el crecimiento es mucho mas lento, pasando a ser de 23.06 horas.
Por tanto, el poder antimicrobiano frente a Salmonella de este extracto es mayor que cualquiera
de diferentes extractos de limdn obtenidos por las diferentes técnicas de extraccidén estudiadas.
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M %
10

Meas. New IDTM New IDTE Orig. det time Orig CFU Temperature Info 1 Infa 2

No. [hrs] [hrs.] [hrs] [°cl

| 3759 - - 7,95 - 37,00 CONTROL LISTERIA (1)
3760 - - 9,79 - 37,00 LISTERIA (1) + EXTRACTO ACUOSO 5g/Kg

| 3761 - - 9,57 - 37,00 LISTERIA (1) + EXTRACTO ENZIMATICO 5g/Kg

| 3762 - - 12,16 - 37,00 LISTERIA (1) + EXTRACTO ULTRASONIDOS 5g/Kg
4130 - - 22,87 - 37,00 CONTROL LISTERIA (2)
4137 - - - - 37,00 LISTERIA (2) + EXTRACTO AGUA SUBCRITICA 5g/Kg

Figura 35. Capacidad antimicrobiana por impedancia eléctrica in vivo de extractos de limdn
obtenidos con diferentes técnicas sostenibles utilizando como cepa Listeria.

En cuanto a los resultados obtenidos sobre la capacidad antimicrobiana frente a la cepa de
Listeria (1), su tiempo de crecimiento es de 7.95 horas. La adicién de extracto de limén obtenido
mediante extraccion por ultrasonidos tiene como consecuencia un aumento de este tiempo
hasta 12.16 horas. Los resultados obtenidos con los extractos acuoso y enzimatico son peores,
como pueden verse en la grafica de la Figura 35. En consecuencia, el extracto de ultrasonidos
posee una mayor capacidad antimicrobiana frente a Listeria que los resultantes de las técnicas
de extraccién acuosa y enzimatica.

Para la cepa Listeria (2), el tiempo de crecimiento de es de 22.87 horas. Al afiadir extracto de
limén obtenido mediante la técnica con agua subcritica, se observa la inhibicién del crecimiento
de dicha cepa. Asi pues, podemos asegurar que el poder antimicrobiano de este extracto frente
a Listeria es el mayor de los diferentes extractos de limén obtenidos por las diferentes técnicas
de extraccion.

Por otra parte, la mayor o menor actividad antimicrobiana de estas muestras puede estar
relacionada con las concentraciones de polifenoles totales, en concreto de polifenoles que se
compongan de estructuras tipo flavanona, como la neoeriocitrina, que en el extracto con agua
subcritica estan en concentraciones mas elevadas que en el resto de los extractos. Los
polifenoles aumentan el contenido de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células, y
causan estrés oxidativo enddgeno en cepas bacterianas. Estos resultados estan en concordancia
con los estudios publicados por Xiong et al, que refirié la inhibicidn de crecimiento de Escherichia
Coli utilizando polifenoles extraidos del té. (Xiong, L. G. et al., 2017)
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Meas. New IDTM New IDTE Orig. det. ime Orig. CFU Temperature Info 1 Info 2

No. [hrs.] [hrs] [hrs] [FC]

I 3778 - - 5,82 - 30,00 CONTROL SACCAHROMYCES (1)
3779 - - 10,00 - 30,00 CONTROL SACCAHROMYCES (1) + H202 1mM

I 3780 - - 8,33 - 30,00 SACCHAROMYCES (1) + H202 1mM + EXTRACTO ACUOSO 50/Kg

I Xyl - - 5,40 - 30,00 SACCHAROMYCES (1) + H202 1mM + EXTRACTO ENZIMATICO Sg/Kg
arez2 - - 8,88 - 30,00 SACCHAROMYCES (1) + H202 1mM + EXTRACTO ULTRASONIDOS 5Sa/Kg
4143 - - 11,39 - 30,00 CONTROL SACCHAROMYCES (2)

I 4144 - - 17,17 - 30,00 CONTROL SACCHAROMYCES (2) + H202 1mM

I 4151 - - 17,77 - 30,00 SACCHAROMYCES (2)+ H202 1mM + EXTRACTO AGUA SUBCRITA 5g/Kg

Figura 36. Capacidad antioxidante medida mediante impedancia eléctrica in vivo de extractos
de limén obtenidos a través de las diferentes técnicas de extraccion.

Cuando la cepa de Saccahromyces (1) se somete a estrés oxidativo con H,0,, tiene un
crecimiento de 10.00 horas, y si en estas condiciones afadimos el extracto de limén obtenido
mediante la técnica de extraccidn enzimdtica, el tiempo que necesita para el crecimiento
desciende a 5.40 horas. Es decir, se constata que el extracto tiene capacidad antioxidante. Dicho
extracto posee la concentracién mas elevada de hesperidina, uno de los compuestos
caracteristicos con mayor capacidad antioxidante de los citricos, seguido del extracto acuoso y
el extracto obtenido mediante ultrasonidos, los cuales presentan menores concentraciones de
esta sustancia.

Como muestran las curvas de la gréfica de la Figura 36, si se somete a estrés oxidativo la cepa
de Saccahromyces (2), su tiempo de crecimiento es de 17.17 horas. Pero si en estas condiciones
se adiciona extracto acuoso de limén liofilizado obtenido en la extraccién con agua subcritica, el
crecimiento es de 17.77 horas; por tanto, no se observa capacidad antioxidante del extracto de
limén obtenido mediante extraccion con agua subcritica. Este hecho se debe a la baja
concentracién de hesperidina que posee el extracto de agua subcritica, que como se comentaba
en el parrafo anterior, es el principal compuesto antioxidante citrico tipo flavanona que se une
a especies reactivas de oxigeno (ROS) para limitar la cantidad de radicales libres oxidantes.

Los resultados obtenidos sobre capacidad antioxidante mediante la medida colorimétrica ABTS
no concuerdan en muchas ocasiones con la medida de la capacidad antioxidante in vivo
mediante impedancia eléctrica. Esto es debido a que si el extracto posee capacidad
antimicrobiana es un inhibidor de crecimiento de la cepa en cuestion, por lo que la ralentizacion
del tiempo de crecimiento que se observa en los andlisis de la capacidad antioxidante in vivo por
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impedancia eléctrica, no sélo se debe a la capacidad antioxidante que ejerce el extracto sobre
el H,0,, sino también a la inhibicion de la cepa que ejerce el extracto por su poder
antimicrobiano.

En el caso del extracto de agua subcritica, el extracto tiene una concentracién de 163.92 g
trolox/kg extracto, en cambio, la medida de su capacidad antioxidante in vivo parece mostrar
qgue no contrarresta el poder oxidante del H,0,. Esto se debe a que es un potente
antimicrobiano, tal y como se infiere de su capacidad antimicrobiana in vivo medida por
impedancia eléctrica.

4.1.4. Purificacion de los compuestos de interés del subproducto de limén

Los métodos de adsorcidn-desorcidn se realizan sobre la fase liquida obtenida en el tratamiento
de extraccién. En esta investigacidn, se han llevado a cabo sobre la fase liquida procedente de
la extraccién enzimatica debido a que es el extracto liofilizado con la mayor concentracién de
hesperidina que se ha obtenido (17.69 g/kg) y, ademas, por la facilidad de implantar esta técnica
a escala industrial en comparacién con la técnica de extraccidn con agua subcritica.

Una vez obtenidos los extractos deshidratados mediante el protocolo descrito en el apartado
3.4 de Materiales y Métodos, se caracterizan atendiendo al contenido de compuestos bioactivos
de interés y a la capacidad antioxidante mediante el método ABTS. Los resultados de estas
experiencias se resumen a continuacién.

Tabla 12. Caracterizacién de extractos del subproducto de limén purificado mediante
tratamiento de adsorcién-desorcion con diferentes adsorbatos. Los valores corresponden a la
media £ desviacién estdndar de tres réplicas.

L, i . ) Carbon
Extraccidn Resina Resina Resina . .
. activo Zeolita
enzimatica (EE) PAD610 PAD900 PAD950 (CAG)

Determinacion de compuestos de interés (g/kg)

Polifenoles

. 59.61 136.67 152.62 142.73 28.72 61.75
totales, g 4cido
L +0.43 +0.71 +0.78 +0.77 +0.30 +0.62
gélico/kg
L 33.91 18.30
Hesperidina 17.69 £ 0.19 86.37£0.42 31.55+0.25 6.20 £ 0.07
+0.21 +0.12
. 10.60
Limonina 1.71+£0.03 2.62£0.03 3.71+£0.09 2.28+£0.04 0.12+0.04 +0.18
Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 60.66 199.46 288.85 298.45 50.83 125.68
+0.15 +0.71 +1.02 +1.22 +0.62 +0.69
Rendimiento respecto a gramos de extracto final obtenido por litro de extracto acuoso utilizado (%)
Rendimiento - 3.3+0.2 41+0.2 57+0.1 1.7+0.1 0.8+0.1

En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos aparecen especificaciones de los compuestos
de interés.

Como puede constatarse al analizar la tabla anterior, el material adsorbente con mejores
resultados para la obtencién de un extracto rico en hesperidina fue la resina PAD610 (86.37
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g/kg), mientras que el mejor adsorbente para la obtencidn de un extracto con alta concentracion
de polifenoles totales fue la resina PAD900 (152.62 g/kg). El extracto con mayor capacidad
antioxidante utilizando el método ABTS se ha obtenido utilizando la resina PAD950 (298.45 g
trolox/kg extracto seco). También es el material adsorbente que conduce a mayores
rendimientos.

Cuando se utilizan zeolita y CAG en el proceso de adsorcidn, se obtienen bajas concentraciones
de hesperidina, limonina y polifenoles totales.

Ademas, se ha realizado un estudio comparativo con el fin de establecer los rendimientos de
adsorcién-desorcion del proceso en cuanto a compuestos polifendlicos se refiere. Los resultados
obtenidos de estos experimentos se muestran en el siguiente diagrama.

[ EXTRACCION ENZIMATICA ]

Polifenoles totales

Filtracion
Muestra (g 4cido galico/L)

FASE LIQUIDA LIMON Fase liquida tras extraccion enzimatica
- (tras desactivacion enzimatica)
. oo
! [ PROCESO DE ADSORCION ]

1.239+0.010

l Polifenoles totales
< Muestra (g cido galico/L)
FILTRACION MATRIZ ADSORBENTE , p . e
Fase etandlica tras desorcion de la resina PAD610 0.436+0.011
L Fase etandlica tras desorcién de la resina PAD900 0.460 + 0.009
FASE LIQUIDA TRAS ; Fase etandlica tras desorcion de la resina PAD950 0.439+0.013
PROCESO DE ADSORCION PROCESO DE DESORCION f Fase etandlica tras desorcion de CAG 0.073 +0.005
l Fase etandlica tras desorcion de la Zeolita 0.114:0.07
Muestra ‘ Polifenoles totales "
(g cido galico/L) [ FILTRACION ]—{ ETANOL J
Fase acuosa tras adsorcion con resina PAD610 0.194 £ 0.003
Fase acuosa tras adsorcion con resina PAD900 0.172 £ 0.008 l i -
Fase acuosa tras adsorcion con resina PAD9S0 0.194£0.005 [ ADSORBATO TRAS DESHIDRATACION i
Fase acuosa tras adsorcién con carbén (CAG) 0.866+0.012 DESORC'C’)N L
Fase acuosa tras adsorcion con Zeolita 0.763 + 0.016 (ROTAVAPOR)

Polifenoles totales

Muestra (g acido galico/kg)
Extracto deshidratado purificado (resina PAD610) I 136.67+ 0.71
Extracto deshidratado purificado (resina PAD900) 152.62+0.78
Extracto deshidratado purificado (resina PAD950) 142.73+0.77
Extracto deshidratado purificado (CAG) 28.72+0.30
Extracto deshidratado purificado (Zeolita) 61.75+0.62

Figura 37. Diagrama purificacion mediante procesos de adsorcién-desorcion polifenoles del
subproducto de limdn.

La fase liquida tras ser tratada con los diferentes adsorbatos fue analizada mediante el método
Folin Ciocalteu para comprobar la concentracién y capacidad de retencién de polifenoles en los
diferentes adsorbatos, también se realizé una cuantificacion de la desorcién de los polifenoles
retenidos con etanol analizando los polifenoles totales de la fase etandlica. Los resultados
obtenidos sobre la capacidad de adsorcién-desorcidon segun los adsorbatos estudiados se
muestran en las graficas de la siguiente figura.

72



Resultados y discusidn

PROCESO DE ADSORCION PROCESO DE DESORCION
100
100 =
g 90 g 92
3 B
59 84,4 861 84,3 g "
£ 4 5 70
S 2
CC] 2 60
5 o 5 50
2 2
o 40 S a9
g H "7 43,2 42,1
® 20 384 T g
o
K] 0 30,1 = 20
o o
] 3 05 24,1
T g 3
2 S 10
S @
[-% 0 2
8 s ¢
RESINA RESINA RESINA caG ZEOUTA RESINA RESINA RESINA CAG ZEOLITA
PAD610 PADS00 PADSS0 PAD610 PAD300 PAD950
Adsorbato utilizado Adsorbato utilizado

Figura 38. Capacidad de adsorcién-desorcion de polifenoles de limén de los diferentes
adsorbatos

Tras este estudio sobre la capacidad de adsorcién-desorcion en las diferentes matrices
adsorbentes, se concluye que la resina PAD900 es el adsorbato con mayor capacidad de
retencion de polifenoles, reteniendo el 86.1% de los polifenoles iniciales, mientras que el
adsorbato que menos capacidad de adsorcion de polifenoles mostré fue el carbén activo
granular (CAG), que retuvo solamente el 30.1%.

Por otro lado, el adsorbato que posee mayor facilidad de desorcidon de los polifenoles retenidos
es la resina PAD900, recuperando el 43.2% de los polifenoles que habian quedado adsorbidos
en la resina. Por el contrario, el adsorbato que mayor dificultad de desorcidn ha mostrado ha
sido el carbdn activo granular (CAG), recuperdndose sélo un 19.6% de los polifenoles que habian
guedado en este adsorbato.

Asi pues, este estudio demuestra que el mejor adsorbente para obtener un extracto con una
alta concentracidn de polifenoles totales es la resina PAD900. Este resultado puede deberse a la
mayor afinidad de los polifenoles por la superficie de esta resina. Cifuentes-Cabezas et al.
investigaron la aplicacion de resina PAD900, resina PAD950 y otras resinas comerciales para la
retencién de polifenoles en aguas residuales de almazara y encontraron que la resina con la que
se obtuvo mayor concentracién de polifenoles era precisamente la resina PAD900, seguida de
la resina PAD950. (Cifuentes-Cabezas et al., 2022)

El material adsorbente con mejor rendimiento para la obtencidn de extracto rico en hesperidina
fue la resina PAD610. Este resultado era esperable puesto que esta resina es la que presenta el
mayor tamafio de poro (300 A de didmetro de poro) entre las estudiadas y, por tanto, resulta
mas eficiente para la adsorcion de compuestos con estructura grande como la hesperidina.
Cuando se utilizaron zeolita y CAG en los procesos de adsorcién, las concentraciones obtenidas
de hesperidina y polifenoles totales fueron bajas en ambos casos. La razdn es que los polifenoles
de los citricos presentan una gran hidrofilia, que es incompatible con la baja hidrofobicidad de
estos dos adsorbatos.

Debido a que el extracto obtenido con la resina PAD950 es el de mayor capacidad antioxidante,
y el que se obtiene con mayor rendimiento final y, por otra parte, esta resina es mas econdémica
que las resinas PAD610 y PAD900, se realizé una caracterizacion completa de los compuestos de
interés obtenidos con esta resina. Los resultados se han resumido en la tabla que se presenta a
continuacion.

Tabla 13. Caracterizacidn del extracto de limén purificado con resina PAD950 y comparativa con
el extracto enzimatico. Los valores corresponden a la media + desviacidon estandar de tres
réplicas.
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Extraccion .
L. Resina
Enzimatica
PAD950
(EE)

Determinacidn de compuestos de interés (g/kg)
Polifenoles totales, g 4cido galico/kg  59.61+0.43 142.73+0.77

Neoeriocitrina 19.09 + 0.04 49.33 +0.44
Hesperidina 17.69 £0.19 31.55+0.25
Vicenina-2 6.21+0.04 12.94 £ 0.15
Crisoeriol 6,8-DI-C-glucésido 3.03+0.04 11.05+0.14
Acido nomilinico 12.05 +0.04 12.88 £0.53
Luteolina-neohesperidosidasa 3.37+0.03 8.24+0.17

Narirutina 2.46 +0.09 12.43+0.19
Limonina 1.71+0.03 2.28£0.04

Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 60.66 +0.15 298.45+1.22

En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos aparecen especificaciones de los compuestos
de interés.

Con el fin de comparar el contenido en productos de interés de los extractos obtenidos en
nuestras investigaciones con los productos que se comercializan, se ha realizado una busqueda
bibliografica y de proveedores que venden ingredientes naturales y extractos obtenidos a partir
de materiales vegetales. La empresa Euromed comercializa un extracto de limén en polvo
(LEMON FRUIT DRY EXTRACT - WELLEMON®) obtenido a partir de la fruta de Limén, en cuya
composicion se encuentra maltodextrina y silice coloidal anhidra, cuyas concentraciones en el
producto final son de aproximadamente del 10% y del 2% respectivamente. Este producto de
limén es un polvo fino de color marrdn verdoso, el cual posee una concentracién de polifenoles
de aproximadamente 100 g 4cido galico/kg. Una de las ventajas de los extractos obtenidos en
esta investigacion es que no han necesitado de materiales de apoyo como maltodextrina y silice
coloidal anhidra para su extraccién. Ademads, nuestros extractos poseen una alta concentracion
de polifenoles, como en el caso del extracto enzimatico, que contiene un 59.61 g acido galico/kg.
Y esta concentracién de polifenoles es superado por los extractos de limén purificados con
resinas, obteniéndose con la resina PAD900 152.62 g 4cido galico/kg y con la resina PAD950
142.73 g acido gélico/kg.
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4.2. Revalorizacion del subproducto de alcachofa

El subproducto con el que se han realizado las investigaciones ha sido bracteas y tallos de
alcachofa de la variedad Blanca de Tudela, recogido tras ser descartado en las lineas de
produccién. Este subproducto se ha caracterizado mediante la determinacién de compuestos
de interés, y analisis nutricional, microbiolédgico y toxicolégico. Los datos mas relevantes se
recogen en la Tabla 14, mientras que la caracterizacion completa de este subproducto de
alcachofa se encuentra en el apartado Anexo Il Caracterizacion detallada de productos.

Tabla 14. Caracterizacion del subproducto de alcachofa variedad Blanca de Tudela. Los valores
corresponden a la media + desviacidn estandar de los analisis realizados por triplicado.

Determinacion de compuestos de interés (g/kg)

Acido clorogénico 0.07 +0.01
Cinarina 0.02+0.01
Acido cafeico 0.003 +0.001
Vitamina C <LQ
Determinacidn del andlisis nutricional (g/100g)
Azucares totales 1.0+0.0

Fibra alimentaria 8.1+0.1
Humedad 87.0+0.9
Proteinas 22+0.1

Determinacion toxicoldgica (mg/kg)

Plaguicidas Presencia

Determinacion microbioldgica
Microbiologia Ausencia patégenos

La caracterizacion completa del subproducto de alcachofa puede consultarse en el apartado
Anexo lll Caracterizacion detallada de productos. En el Anexo | Ficha de los compuestos
bioactivos aparecen especificaciones de los compuestos de interés. Las incertidumbres de los

ensayos nutricionales han sido calculadas de acuerdo con la guia “ILAC Guidelines for
Measurement Uncertainty in Testing (ILAC-G17:01/2021)".

Este subproducto de alcachofa presenta diferentes compuestos de interés, entre ellos, acido
cafeico, acido clorogénico y cinarina, ademads de fibra alimentaria, proteinas y en menor
cantidad azucares. La materia analizada no presenta patdgenos, pero se detecta la presencia de
plaguicidas en concentraciones bajas.

4.2.1. Optimizacion de la extraccion de los compuestos de interés del subproducto de
alcachofa a escala de laboratorio

La optimizacién de las diferentes técnicas de extraccién se ha referido al poder extractivo de
cada tratamiento en funcién de la capacidad de la técnica para recuperar compuestos
polifendlicos del subproducto de alcachofa.

Para poner a punto los protocolos de extraccion y llevar a cabo los diferentes experimentos
asociados a cada una de las técnicas de extraccion investigadas, se ha seguido el protocolo
descrito en el apartado 3.2 de Materiales y Métodos.
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A continuacion, se detallan las experiencias realizadas para optimizar cada técnica de extraccion
atendiendo a los pardmetros de operacion de cada tratamiento a escala laboratorio.

4.2.1.1. Optimizacidn de la extraccion acuosa del subproducto de alcachofa

La extraccién acuosa se ha optimizado variando los siguientes pardmetros de proceso, tal y como
se describe en el apartado 3.2.1 de Materiales y Métodos.

= Relacién sélido:liquido
= Temperatura de extraccion
= Tiempo de extraccion

Finalizados los experimentos de extraccién empleando las diferentes condiciones
experimentales, se caracterizd la fase acuosa filtrada atendiendo al contenido de polifenoles
totales, como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 15. Optimizacion de las condiciones de la extraccién acuosa (EAT) en el subproducto
alcachofa. Los valores corresponden a la media + desviacidn estandar de tres réplicas.

Ratio
L Temperatura Tiempo Polifenoles totales
Condicion . . subproducto: agua L. .
(°C) (min) (g acido galico/L)
(p/v)
EAT-1 25 60 1:2 0.636 + 0.005
EAT-2 25 60 1:3 0.664 £ 0.003
EAT-3 25 60 1:4 0.663 £ 0.002
EAT-4 50 60 1:3 0.722 £0.010
EAT-5 75 60 1:3 0.746 £ 0.004
EAT-6 98 60 1:3 1.179 £ 0.010
EAT-7 98 30 1:3 0.908 + 0.009
EAT-8 98 90 1:3 1.022 £ 0.011

La relacidn sdlido:liquido dptima corresponde a una ratio 1:3 p/v. Manteniendo constante este
pardmetro, se han realizado ensayos de extraccion a diferentes temperaturas, desde
temperatura ambiente hasta 98 °C. Asi, se ha realizado la extraccién a 50 °C, las condiciones
EAT-4, debido a que esta es la temperatura de maxima efectividad de las enzimas, de esta forma
se podran comparar los resultados de la extraccidn acuosa con los obtenidos con la técnica de
extraccién enzimatica.

Por otra parte, las condiciones EAT-5 corresponden a una temperatura de 75 °C, debido a que
esta es la temperatura a las que llegaron las mezclas tratadas mediante ultrasonidos.

Tras realizar todas estas experiencias, pudimos concluir que es cuando se aplica una
temperatura de ebullicién al tratamiento extractivo, cerca de los 98 °C, es cuando mayor
concentracién de polifenoles presenta la fase acuosa.

Después, se llevaron a cabo tres experiencias mds para medir la influencia del tiempo de
reaccioén, a 30, 60 y 90 minutos, aplicando los valores éptimos para la ratio sélido:liquido y la
temperatura de extraccion, con lo que pudimos establecer que los mejores resultados se
obtienen con un tiempo de extraccion de 60 minutos.
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Figura 39. Cantidad de polifenoles totales en funcién de las diferentes condiciones de extraccion
empleadas en la optimizacidn de la extraccidn acuosa del subproducto de alcachofa. Los datos
muestran la media * desviacién estdndar de tres réplicas independientes.

Puesto que el resto de las extracciones se realizarian con el mismo disolvente, agua, vy la ratio
subproducto:agua 6ptima en las experiencias referidas es 1:3 p/v, este mismo valor se tomé
como referencia para los demas ensayos correspondientes a cada una de las técnicas
extractivas. De este modo se podrdn comparar los resultados de las diferentes técnicas entre si.
En cuanto al tiempo de extraccién con este disolvente, como ya se ha mencionado, el dptimo
resultd ser de 60 minutos en condiciones de presiéon atmosférica, por lo que en las extracciones
enzimatica y de ultrasonidos, debido a que trabajan en las mismas condiciones de presién, se
han llevado a cabo con este mismo valor.

4.2.1.2. Optimizacidn de la extraccion enzimatica del subproducto de alcachofa

En la extraccién enzimatica se usaron algunos de los parametros optimizados en la extraccion
acuosa debido a que se también se usa agua como disolvente. Asi, estos experimentos se
realizaron fijando las siguientes condiciones.

= Relacidn sélido:liquido: 1:3 p/v
= Tiempo de extraccion: 60 minutos

La temperatura y el pH para alcanzar la maxima efectividad de las enzimas recomendado por el
proveedor son:

= Temperatura: 50 °C

* pH:3.5-5.0

En consecuencia, la extraccion enzimatica se ha optimizado manteniendo contantes la relacion
solido:liquido, la temperatura a 50 °C, el pH a 4.8, y el tiempo de extraccién en 60 minutos, y se
han variado los siguientes parametros de proceso tal y como se describe en el apartado 3.2.2 de
Materiales y Métodos.

= Tipo de enzima
= Concentracion de enzima
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Finalizada la extraccion con las diferentes condiciones, se caracterizé la fase acuosa filtrada
atendiendo al contenido de polifenoles totales, obteniéndose los resultados que se resumen en
la siguiente tabla.

Tabla 16. Optimizacion de condiciones de la extraccién enzimatica (EE) en el subproducto
alcachofa. Los datos muestran la media + desviacidn estandar de tres réplicas independientes.

L X Concentracion de enzima  Polifenoles totales
Condicion  Enzima Celulasa

(%) (g acido galico/L)
EE-1 Naturzyme 0.01 0.752 £ 0.006
EE-2 Naturzyme 0.015 0.809 £ 0.004
EE-3 Naturzyme 0.02 0.720 £ 0.003
EE-4 Validase TRL 0.001 0.774 £ 0.008
EE-5 Validase TRL 0.005 0.795 £ 0.010
EE-6 Validase TRL 0.01 0.839 £ 0.004

Las experiencias de extraccién enzimatica tienen como objetivo, l6gicamente, comprobar si la
presencia de enzima mejora el rendimiento de la extraccidn de polifenoles. Es por ello que, con
fines comparativos, en los experimentos de extraccidon acuosa se incluyé la experiencia EAT-4,
en la que la temperatura (50 °C) corresponde a la de maxima efectividad de las enzimas. En este
caso se obtuvo una concentracion de polifenoles totales en la fase acuosa de 0.722 acido
galico/L, mientras que en la experiencia analoga EE-6 de extraccidén enzimatica se ha obtenido
mayor concentracion de estos compuestos polifendlicos. Confirmandose, una vez mds, su mayor
capacidad de extraccidn de polifenoles frente a la extracion acuosa.

Las condiciones de extraccién éptimas corresponden a las denominadas como EE-6, esto es,
cuando se utiliza la enzima celulasa Validase TRL en una concentracion de 0.01% de enzima
respecto el peso del subproducto seco, manteniendo un ratio 1:3 p/v, una temperatura de 50
°Cy un tiempo de extraccion de 60 minutos.
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Figura 40. Resumen de la optimizacién de las condiciones de proceso para la extraccién
enzimatica en el subproducto de alcachofa. Los datos muestran la media + desviacidn estandar
de tres réplicas independientes.

4.2.1.3. Optimizacion de la extraccion asistida por ultrasonidos del subproducto de
alcachofa

En la extraccidn asistida por ultrasonidos se usarén algunos de los pardmetros optimizados en
la extraccidn acuosa debido a que, como en el caso anterior, también se usa el disolvente (agua).
El extractor utilizado ha sido un equipo de ultrasonidos UIP500hDT (Hielscher).

= Relacidn sélido:liquido: 1:3 p/v
= Tiempo de extraccion: 60 minutos

Con el fin de optimizar la extraccién asistida por ultrasonidos se llevaron a diversos
experimentos siguiendo los parametros de proceso tal y como se describe en el apartado 3.2.3
de Materiales y Métodos.

=  Potencia de extraccion

Finalizada la extraccion con diferentes potencias ultrasdnicas, se caracterizd la fase acuosa
atendiendo al contenido de polifenoles totales, obteniéndose los resultados que se resumen en
la siguiente tabla.

Tabla 17. Optimizacidon de las condiciones de la extraccidn asistida por ultrasonidos (EUS) en el
subproducto alcachofa.

Potencia .
Polifenoles totales

Condicion ultrasonica
(g acido galico/L)

(w)
EUS-1 135 0.342 £ 0.002
EUS-2 250 0.368 + 0.004
EUS-3 320 0.402 + 0.004

Si comparamos los resultados de la experiencia de extraccién acuosa EAT-5, realizada a la misma
temperatura que se alcanza en las diferentes experiencias de extraccion por ultrasonidos, 75 °C,
con los datos de la tabla anterior, se concluye que la sonificacién (manteniendo los parametros
de tiempo y ratio constantes) es menos eficaz que la acuosa en la extraccion de polifenoles. Asi,
en la extraccién acuosa EAT-5 se obtuvo una concentracién de polifenoles totales de 0.746 g
acido gélico/L, mientras que en cualquiera de los experiementos de extraccidn ultrasdnica se ha
obtenido menor concentracion de estos compuestos polifendlicos.

Como se comentaba antes, debido al choque de ondas sonoras la temperatura en la mezcla llegd
alrededor de unos 75 °C en todas las experiencias. La potencia ultrasénica 6ptima fue de 320 W,
con un ratio 1:3 p/v subproducto:agua, y un tiempo de extraccién de 60 minutos.
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Polifenoles totales, g acido galico/L
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Figura 41. Cantidad de polifenoles totales en la optimizacidn de las condiciones de proceso para
la extraccion asistida por ultrasonidos en el subproducto de alcachofa. Los datos muestran Ila
media * desviacion estdndar de tres réplicas independientes.

4.2.1.4. Optimizacidn de la extraccion con agua subcritica del subproducto de alcachofa

En la extraccién con agua subcritica se fijaron algunos de los parametros que ya habian sido
optimizados en la extraccién acuosa, dado que se usa el mismo disolvente (agua). El extractor
utilizado ha sido un equipo Thermo Scientific Dionex™ ASE™ 350, el cual tiene configurado una
presion constante de operacidn en sus tratamientos extractivos de 150 bares.

= Relacion sélido:liquido: 1:3 p/v
= Presion de extraccion: 150 bares

Los estudios de extraccidn con agua subcritica se han realizado siguiendo parametros de proceso
tal y como se describe en el apartado 3.2.4 de Materiales y Métodos. Ademas, debido a que las
condiciones de presién cambian con respecto a las demas técnicas de extraccion estudiadas en
este trabajo de investigacion, se evalud la influencia de los siguientes parametros en la eficacia
de la extraccion.

= Temperatura de extraccion
= Tiempo de extraccion

Finalizadas las diferentes experiencias de extraccion, se caracterizo la fase acuosa atendiendo al
contenido de polifenoles totales como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 18. Optimizacién de las condiciones de la extraccién con agua subcritica (EAS) en el
subproducto alcachofa. Los valores corresponden a la media + desviacion estandar de tres
réplicas.

L. . . Polifenoles totales
Condicion Temperatura (°C) Tiempo (min) L. .
(g acido galico/L)

EAS-1 80 5 0.552 +0.005
EAS-2 100 5 0.621 +0.004
EAS-3 120 5 0.725+0.010
EAS-4 120 1 0.590 + 0.003
EAS-5 120 10 0.673 +£0.009
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La mayor concentracion de polifenoles en la fase acuosa se obtiene cuando se aplica una
temperatura de 120 °C y una presién de 150 bares durante un tiempo de extraccion de 5
minutos, lo que corresponde a la experiencia EAS-3.
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Figura 42. Cantidad de polifenoles totales obtenidos en la optimizacion de las condiciones de
proceso para la extraccién con agua subcritica en el subproducto de alcachofa. Los valores
corresponden a la media + desviacidn estandar de tres réplicas.
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4.2.2. Extraccion y caracterizacion de los extractos de alcachofa obtenidos a escala piloto

En este apartado se detalla la caracterizacién de los extractos finales obtenidos en los siguientes
tratamientos.

= Extraccion acuosa

=  Extraccion mediante tratamiento enzimatico
= Extraccion asistida por ultrasonidos

=  Extraccion con agua subcritica

Una vez realizado el pretratamiento al subproducto de alcachofa (lavado y triturado), se somete
al tratamiento de extraccidn. Pasado el tiempo de extraccidn, se separa la corriente sélida de la
acuosa mediante un Decanter tal y como se describe en el apartado 3.3 de Materiales y
Meétodos. La corriente sélida obtenida se deshidrata a 70 °C durante 2 dias en una estufa con
control de humedad obteniendo un extracto aprovechable por su gran contenido en fibra
alimentaria.

La fase acuosa se deshidrata mediante un proceso de concentracidn en una bola de vacio,
posteriormente, el concentrado obtenido se congela y se obtiene en polvo mediante un proceso
de liofilizacién.

Una vez obtenida la fase acuosa liofilizada se procede a caracterizarla segun las siguientes
variables.

= Compuestos organicos de interés del producto
= Anadlisis nutricional
= Capacidad antimicrobiana y antioxidante

Los resultados de estos estudios, correspondientes a las diferentes técnicas extractivas, se
recogen en la tabla siguiente, junto con el rendimiento de cada extracto.

Tabla 19. Caracterizacién extractos sélidos finales obtenidos del subproducto de alcachofa
mediante las diferentes técnicas extractivas. Los valores corresponden a la media + desviacion
estandar de tres réplicas.

Extraccion Extraccion Extraccién Extraccién agua
acuosa enzimatica ultrasonidos subcritica

(EAT) (EE) (EUS) (EAS)

Determinacion de compuestos de interés (g/kg)

Polifenoles totales, g acido

gélico/ke 70.59 £0.19 77.92 £0.22 25.76 £ 0.34 42.58 £ 0.28
Acido clorogénico 32.88+0.23 28.46+0.14 0.47 £0.02 0.29£0.04
Cinarina 6.93 £ 0.07 12.02 £ 0.06 0.08 £ 0.01 0.09£0.01
Acido cafeico 0.55 +0.03 1.43 +0.05 1.09 + 0.09 <LQ
Vitamina C 0.47 £0.04 1.36 £ 0.09 <LQ <LQ
Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 92.84 +£0.51 118.71 £ 0.63 41.16 £0.39 69.14 + 0.46
Determinacion del andlisis nutricional (g/100g)
Azucares totales 17.3+2.0 15.4+2.0 17.1+2.0 <LQ
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Fibra alimentaria 48.8 £ 0.5 24.4+0.2 15.8+0.16 16.5+0.17

Humedad 3.4+0.0 42+0.0 4.0+0.0 5.1+0.0

Proteinas 15.7+£0.5 15.5+0.5 21.7+0.7 12.2+04
Rendimiento (% respecto el peso de materia prima inicial)

Rendimiento 3.6+0.2 49+0.7 2.8+0.3 3.2+0.5

La caracterizacidon completa de los extractos de alcachofa se encuentra en el apartado Anexo Il
Caracterizacion detallada de productos. En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos
aparecen especificaciones de los compuestos de interés. Las incertidumbres de los ensayos
nutricionales han sido calculadas de acuerdo con la guia “ILAC Guidelines for Measurement
Uncertainty in Testing (ILAC-G17:01/2021)".

En cuanto a la determinacién de compuestos de interés, la tecnologia enzimatica es la técnica
extractiva con la que se obtiene un mayor contenido en polifenoles totales (77.92 g acido
gélico/kg), siendo el extracto que presenta mayor capacidad antioxidante, medido mediante el
método ABTS, entre las cuatro técnicas extractivas estudiadas.

Las extracciones con ultrasonidos y con agua subcritica son las menos eficaces, obteniéndose
menos contenido en compuestos de interés como acido cafeico, acido clorogénico y cinarina;
esto se debe a que estos compuestos cuando son sometidos a potentes frecuencias o a altas
presiones tienden a la degradacion. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por
Wianowska et al, en el que investigaron la estabilidad del acido clorogénico en condiciones de
liguidos presurizados, concluyendo que temperaturas y presiones de extraccidon elevadas
provocan degradacion de estos compuestos, y en consecuencia su baja obtencidn. (Wianowska
et al, 2015)

El extracto con mayor concentracién de acido clorogénico es el que se obtiene mediante una
extraccion acuosa (32.88 g/kg), ademas de ser el que mayor concentracion en fibra alimentaria
(48.8 g/100g) y azucares (17.3 g/100g) presenta.

Cuando el subproducto de alcachofa se somete a tratamiento ultrasdnico se obtiene un extracto
final con mayor contenido en proteina (21.7 g/100g), en comparacion con las diferentes técnicas
de extraccion.

4.2.3. Medida de la capacidad antimicrobiana y antioxidante in vivo de los extractos de
alcachofa obtenidos

Se ha realizado un estudio sobre la capacidad antioxidante y antimicrobiana mediante
impedancia eléctrica in vivo. Dado que la produccién de extractos con las diferentes técnicas
extractivas se llevd a cabo en periodos de tiempo diferentes, se realizaron dos controles, para
las técnicas de extraccién acuosa, enzimatica y ultrasonidos se ha utilizado la cepa (1), y para la
extraccidn con agua subcritica la cepa (2). Los resultados obtenidos de este estudio se muestran
en las siguientes figuras.
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Meas. New IDTM NewIDTE Orig. det time Org. CFU Temperature Info 1 Info 2

No. [hrs.] hrs] [hrs.] [’C]

l 3740 - - 1,24 - 37,00 CONTROL SALMOMELLA (1)
3747 - - 147 - 37,00 SALMONELLA (1) + EXTRACTO ACUOSO Sa/Kg

l 3748 - - 146 - 37,00 SALMONELLA (1) +EXTRACTO ENZIMATICO Sg/Kg

| 3749 - - 1,66 - 37,00 SALMONELLA (1) + EXTRACTO ULTRASONIDOS SgiKg
4121 - - 1.74 - 37,00 CONTROL SALMONELLA (2)
4129 - - 1,80 - 37,00 SALMONELLA (2} + EXTRACTO AGUA SUBCRITICA SgiKg

Figura 43. Capacidad antimicrobiana medida por impedancia eléctrica in vivo de extractos de
alcachofa obtenidos mediante las diferentes técnicas sostenibles utilizando como cepa
Salmonella.

El tiempo de crecimiento de la cepa Salmonella (1) es de 1.24 horas, cuando se afiade extracto
de alcachofa obtenido mediante extraccién con ultrasonidos, este crecimiento se ralentiza a
1.66 horas. El tiempo de crecimiento de la cepa Salmonella (2) es de 1.74 horas, cuando se afiade
extracto de alcachofa obtenido mediante extraccién con agua subcritica, se ralentiza el
crecimiento a 1.80 horas, por lo que se puede concluir que los extractos de alcachofa no poseen
capacidad antimicrobiana significativa frente a Salmonella.
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Meas. New IDTM NewIDTE Org.det time Orig. CFU Temperature Info 1 Infa 2
No [hrs] [hrs.] [hrs ] [C]
3159 - - 7,95 - 37,00 COMTROL LISTERIA (1)
766 - - - 37,00 LISTERIA (1) + EXTRACTO ACUOSO Sg/Kg
J 3767 - - 24,81 - 37,00 LISTERIA (1) + EXTRACTO ENZIMATICO 5g/Kg
J 376 - - 8,78 - 37,00 LISTERIA (1) + EXTRACTO UL TRASONIDOS Sg/Kg
4130 - - 22,87 - 37,00 CONTROL LISTERIA (Z)
4138 - - 3,60 - 37,00 LISTERIA (2) + EXTRACTO AGUA SUBCRITICA Sg/Kg

Figura 44. Capacidad antimicrobiana por impedancia eléctrica in vivo de extractos de alcachofa
obtenidos mediante las diferentes técnicas extractivas utilizando como cepa Listeria.

El tiempo de crecimiento de la cepa de Listeria (1) es de 7.95 horas, cuando se afade extracto
de alcachofa obtenido mediante la extraccidon enzimatica, se ralentiza este crecimiento a 24.81
horas, y cuando se afiade extracto acuoso se inhibe el crecimiento de la cepa, por lo que
podemos asegurar que estos extractos poseen capacidad antimicrobiana frente a Listeria,
siendo el extracto acuoso el de mayor poder antimicrobiano frente a esta bacteria. El tiempo de
crecimiento de la cepa Listeria (2) es de 22.87 horas, cuando se afiade extracto de alcachofa
obtenido por extraccidn con agua subcritica la cepa crece en 3.60 horas, por lo que este extracto
no posee capacidad antimicrobiana frente a Listeria.

La actividad antimicrobiana del extracto acuoso y del extracto enzimatico se debe a la alta
concentracién de polifenoles que posee, en concreto la alta concentracién de acido clorogénico,
siendo mayor en el extracto acuoso. Estudios experimentales, como el realizado por Zaixiang
Lou et al. respecto a la actividad antimicrobiana del acido clorogénico obtenido de hojas de
bardana (Arctium lappa), concluyeron que el acido clorogénico muestra una fuerte actividad
antimicrobiana, ya que es capaz de unirse y penetrar en la membrana bacteriana, provocando
dafio a la integridad de la membrana y resultando en muerte bacteriana. En este estudio se
observé que este compuesto actla con mayor intensidad sobre bacteria Gram Positivas como
la Listeria y con menos intensidad sobre las bacterias Gram Negativas como la Salmonella (Lou,
Z.etal, 2011).

Por otra parte, cuando se somete a estrés oxidativo las cepas de Saccahromyces (1) y
Saccahromyces (2) obtenemos un crecimiento de 10.00 horas y 17.17 horas respectivamente, si
en estas condiciones afadimos extracto de alcachofa obtenido mediante extraccién por
ultrasonidos y extracto obtenido con agua subcritica, observamos que el crecimiento es de 7.75
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horas y 12.79 horas respectivamente, esto es, se observa una capacidad antioxidante de estos
dos extractos.
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Meas. New IDTM New IDTE Orig. det. ime Orig. CFU Temperature Info 1 Info 2

No. [hrs.] [hrs.] [hrs.] [FC]

|3?78 - - 5,02 - 30,00 CONTROL SACCAHROMYCES (1)
3779 - - 10,00 - 30,00 CONTROL SACCAHROMYCES (1) + H202 1mM

I 3786 - - 8,80 - 30,00 SACCAHROMYCES (1) + H202Z 1mM + EXTRACTQ ACUOSO 5 glkg

I 3787 - - 849 - 30,00 SACCAHROMYCES (1) + H202 1mM + EXTRACTO ENZIMATICO 5 gfkg
3788 - - 775 - 30,00 SACCAHROMYCES (1) + H202 1mM + EXTRACTQ ULTRASONIDOS 5 o'kg
4143 - - 11,39 - 30,00 CONTROL SACCHAROMYCES (2)

I 4144 - - 17,17 - 30,00 SACCHAROMYCES (2) + H202 1mM

|4152 - - 12,79 - 30,00 SACCAHROMYCES (2) + H202 1mM + EXTRACTO AGUA SUBCRITICA 5 g/kg

Figura 45. Capacidad antioxidante medida por impedancia eléctrica in vivo de extractos de
alcachofa obtenidos con las diferentes técnicas de extraccion.

Los resultados de la capacidad antioxidante mediante la medida colorimétrica ABTS no
concuerdan en muchas ocasiones con la medida de la capacidad antioxidante in vivo mediante
impedancia eléctrica. En los extractos de alcachofa, las tecnologias acuosa y enzimatica son los
gue mas concentraciéon de polifenoles totales y ABTS presentan, esto se debe a que si el extracto
posee capacidad antimicrobiana es un inhibidor de crecimiento de la cepa en cuestién, por lo
que el tiempo ralentizado de crecimiento que se observa, cuando se mide la capacidad
antioxidante in vivo por impedancia eléctrica, no solo se debe a la capacidad antioxidante que
ejerce el extracto sobre el H,0,, sino que también se trata de la inhibicion de la cepa que ejerce
el extracto debido a su poder antimicrobiano.

En este caso, el extracto obtenido por ultrasonidos y por agua subcritica, al tener una baja
concentracién de polifenoles no posee caracteristicas antimicrobianas como observamos al
medir por impedancia eléctrica los extractos de alcachofa, por lo que no es un inhibidor de
crecimiento de la cepa en cuestidon como el extracto acuoso o el extracto enzimatico, viéndose
de este modo, en la medida antioxidante in vivo, el efecto que ejercen los extractos de
ultrasonidos y agua subcritica sobre el agente oxidante H,0..

4.2 4. Purificacion de compuestos de interés del subproducto de alcachofa

Los métodos de adsorcidn-desorcién se han realizado sobre la fase liquida obtenida en el
tratamiento de extraccidn. En concreto, se han llevado a cabo sobre la fase liquida obtenida de
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la extraccién enzimatica, debido a que es el extracto liofilizado con la mayor concentracion de
polifenoles totales (76.92 g/kg) y cinarina (12.02 g/kg) que se ha obtenido.

Una vez obtenidos los extractos purificados deshidratados mediante el protocolo descrito con
diferentes matrices adsorbentes en el apartado 3.4 de Materiales y Métodos, se caracterizan en
base a los compuestos bioactivos de interés que contienen y a la capacidad antioxidante
mediante el método ABTS. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla que se presenta a
continuacion.

Tabla 19. Caracterizacién de extractos polifendlicos del subproducto de alcachofa purificado
mediante tratamiento de adsorcidon-desorcién con diferentes adsorbatos. Los valores
corresponden a la media + desviacidn estandar de tres réplicas.

Extraccion . . . Carbon 5
L Resina Resina Resina ) Zeolita
enzimatica activo
PAD610 PAD900 PAD950 natural
(EE) (CAG)

.

v

Determinacién de compuestos de interés (g/kg)

Polifenoles totales, 150.42 + 161.03 169.95 + 96.14 +
AR 77.92+0.22 18.50 + 0.20
g acido galico/kg 0.58 0.41 0.35 0.42
L . 33.52+ 70.61 +
Acido clorogénico 28.46+0.14 99.29+0.30 89.71+0.22 9.13+0.24
0.15 0.35
L 3531+ 15.77 +
Cinarina 12.02+0.06 36.17+0.14 43.15+0.23 3.26 £0.09
0.19 0.04
Acido cafeico 1.43 £0.05 2.77+0.04 2.34%0.06 2.20+0.08 0.09 +0.02 7.12+0.11
Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
176.47 + 179.28 + 198.75 + 125.39+
ABTS 118.71 +0.63 31.45+0.44
0.85 0.68 1.16 0.55
Rendimiento respecto a gramos de extracto final obtenido por litro de extracto acuoso utilizado
Rendimiento - 4.1+0.2 39+0.1 57+0.4 0.9+0.2 1.9+0.2

En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos aparecen especificaciones de los compuestos
de interés.

El material adsorbente con mejores resultados para la obtencidon de un extracto rico en acido
clorogénico y cinarina fue la resina PAD610 (99.29 g/kg y 36.17 g/kg, respectivamente) y la resina
PAD950 (89.71 g/kg vy 43.15 g/kg, respectivamente). El extracto con mayor concentracién de
polifenoles (169.95 g acido galico/kg extracto seco) y mayor capacidad antioxidante (198.75 g
trolox/ kg extracto seco) ha sido el obtenido con la resina PAD950. La zeolita natural ha
demostrado que es un buen adsorbente de acido clorogénico (70.61 g/kg).

Cuando se utiliza CAG en el proceso de adsorcidn, se obtienen bajas concentraciones de acido
cafeico, acido clorogénico, cinarina y polifenoles totales.

Con el fin de evaluar los rendimientos los rendimientos de adsorcidon-desorcién del proceso en
cuanto a compuestos polifendlicos se refiere, se realizd un estudio comparativo cuyos
resultados mas relevantes se muestran en el siguiente diagrama.
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[ EXTRACCION ENZIMATICA ]
F|Itrac16nl
[ FASE LIQUIDA ALCACHOFA ]

.

PROCESO DE ADSORCION ]

]

v

Muestra

Fase liquidatras extraccién enzimitica

(tras desactivacién enzimética)

Polifenoles totales

(g cido galico/L)

1.297 +0.004

Polifenoles totales

(g cido gdlico/L|

Muestra

FILTRACION MATRIZ ADSORBENTE Fase etanélica tras desorcion de la resina PAD610 0.513+0.35

Fase etandlica tras desorcion de la resina PAD900 0.558+0.22

l Fase etandlica tras desorcion de la resina PAD950 0.691+0.26

FASE LIQUIDA TRAS . Fase etanolica tras desorcion de CAG 0.010 + 0.002

[ PROCESO DE ADSORCION ] [ FROCESO:DE DESORCION . Fase etandlicatras desorcion de la Zeolita 0.098+0.006

l

]
)
m——
]

Muestra Polifenoles totales (g [ }
4cido galico/L) ETANOL
Fase acuosa tras adsorcion con resina PAD610 0.629+0,015
Fase acuosa tras adsorcién con resina PADS00 0.438+ 0.009 B
Fase acuosa tras adsorcion con resina PAD9S0 0.548 + 0.010 [ ADSORBATO TRAS DESHIDRATACION ' 3
Fase acuosa tras adsorcién con carbén (CAG) 1.067 +0.023 DESORCION (ROTAVAPOR) B o
Fase acuosa tras adsorcion con Zeolita 0.934+0.021 SIRAH

Polifenoles totales

Muestra (g dcido galico/kg)

Extracto deshidratado purificado (resina PAD610) 150.42+0.58
Extracto deshidratado purificado (resina PAD900) 161.03+0.41
Extracto deshidratado purificado (resina PAD950) 169.95+0.35
Extracto deshidratado purificado (CAG) 18.50£0.20
Extracto deshidratado purificado (Zeolita) 96.13+0.42

Figura 46. Diagrama purificacion mediante procesos de adsorcidon-desorcién de compuestos de
interés del subproducto de alcachofa.

La fase liquida tras ser tratada con los diferentes adsorbatos fue analizada mediante el método
Folin Ciocalteu para comprobar la concentracidn y capacidad de retencién de polifenoles en los
diferentes adsorbatos. Ademas, también se realizd una cuantificacion de la desorcidn de los
polifenoles retenidos con etanol analizando los polifenoles totales de la fase etandlica. Los
resultados se recogen en la siguiente grafica.

PROCESO DE ADSORCION PROCESO DE DESORCION

X

5 100
s 100 F:
@ [}
g g 92,2
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a ©
L 60 66,2 & 60 64,9

S
§ so0 S & 50
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g 40 s 10
3 3
% 30 - 30
£ 5 26,9
- 20 280 T 2 -
5 B
3 17,7 2
E 10
S g 10 a4
g ° 0
- RESINA RESINA RESINA CAG ZEOUTA RESINA RESINA RESINA CAG ZEOUTA

PADG10 PADI00 PADO50 PAD610 PADS00 PAD950
Adsorbato utilizado Adsorbato utilizado

Figura 47. Capacidad de adsorcidon-desorcién de polifenoles de alcachofa de los diferentes
adsorbatos

Tras realizar el estudio de adsorcidn-desorcion en las diferentes matrices adsorbentes se
concluye que la resina PAD900 es el adsorbato con mayor capacidad de retencion de polifenoles,
ya que retiene el 66.2% de los polifenoles iniciales, mientras que el adsorbato que menor
capacidad de adsorcion presenta de estos compuestos es el carbén activo granular (CAG)
solamente el 17.7%. Por otro lado, el adsorbato con mayor facilidad de desorcion de los
polifenoles retenidos es la resina PAD950, pudiéndose recuperar el 92.2% de los polifenoles que
habian quedado adsorbidos en la resina. En contraste, el adsorbato que mayor dificultad de
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desorcion ha mostrado es el carbdn activo granular (CAG), recuperandose sélo un 4.4% de los
polifenoles que habian quedado en este adsorbato.

La menor capacidad de adsorcién de la resina PAD950 (un 57.7% de los polifenoles) con respecto
la resina PAD900 se debe al didmetro de poro de cada resina, el didametro de poro de la resina
la primera es 120 A, bastante menor que el de la resina PAD900, que es 220 A. Investigaciones
realizadas como la de Buran et al, establecieron que el tamafio de poro es crucial para la
adsorcién de algunos polifenoles como por ejemplo los polifenoles caracteristicos en ardndanos,
observando que cuanto mayor es el tamafio de poro, mas polifenoles se retienen en la superficie
de laresina (Buran T. J. et al, 2014).

Debido a que el extracto obtenido con la resina PAD950 es el extracto con mayor capacidad
antioxidante y mayor concentracion ha mostrado en compuestos de interés como la cinarina y
polifenoles totales, se realizé una caracterizacion completa de sus compuestos de interés, los
resultados obtenidos se presentan en la tabla siguiente.

Tabla 20. Caracterizacion completa del extracto de alcachofa purificado con resina PAD950 y
comparativa con extracto enzimatico. Los valores corresponden a la media + desviacidn
estdndar de tres réplicas.

Extraccion 3
Resina

PAD950

enzimatica
(EE)

Determinacién de compuestos de interés (g/kg)

Polifenoles totales 77.92£0.22 169.95 +0.35
Acido clorogénico 28.46£0.14 89.71+0.22
Cinarina 12.02 £ 0.06 43.15+0.23
Acido cafeico 1.43 £0.05 2.20+0.08
Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 118.71 £+ 0.63 198.75 +1.16

En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos aparecen especificaciones de los compuestos
de interés.

Con el objetivo de evaluar nuestros resultados sobre los extractos de alcachofa obtenidos, se ha
realizado una busqueda bibliografica y de proveedores que comercializan ingredientes naturales
y extractos obtenidos a partir de materiales vegetales. La empresa Euromed comercializa un
extracto de alcachofa en polvo (EXTR. CYNARAE SCOL. SICC. ARTICHOKE DRY EXTRACT) obtenido
a partir de partes de alcachofa de Cynara Scolymus L., en cuya composicion se encuentra
aproximadamente un 25% de maltodextrina, 9.5% de celulosa microcristalina, 5% de fosfato de
calcio, 3% de silice coloidal anhidra y 1.5% de estearato de magnesio. Este producto de alcachofa
es un polvo fino de color marrén claro con tonalidades verdes e higroscdpico, cuya
concentracidon de polifenoles es aproximadamente de 100 g acido galico/kg. Los extractos
obtenidos mediante tecnologias sostenibles en esta investigacion tienen concentraciones de
polifenoles elevadas, como el extracto enzimatico con 77.92 g acido galico/kg y el extracto
purificado con resina PAD950 con un 169.95 g acido gélico/kg de polifenoles totales de los cuales
89.71 g/kg es acido clorogénico.
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Otro producto en polvo de alcachofa que ha desarrollado la empresa Euromed es EXTR.
CYNARAE SCOL. AQUOS. SICCUM - ARTICHOKE DRY EXTRACT obtenido a partir de la hoja de
alcachofa, seca de Cynara cardunculus L. (Syn. C. Scolymus L.), entera o cortada. El aspecto de
este producto es un polvo fino de color marrdn y un olor caracteristico a alcachofa cocida cuya
concentracién de cinarina es alrededor de 25 g/kg. Los extractos obtenidos en esta
investigacion, ademas de poseer en el caso del extracto enzimatico 12.02 g/kg de cinarinay en
el caso de los extractos de alcachofa purificados con resina PAD950 43.15 g/kg de cinarina, valor
bastante superior al comercial y, ademas, elaborado a partir de un residuo agroalimentario.

La empresa AQP ingredients comercializa un producto de alcachofa (FDbt.H.Cs — Ingrediente
obtenido de hojas de alcachofera (Cynara scolymus)), que es un producto natural sin aditivos ni
ingrediente afiadidos. Este producto tiene un 0.6 g/kg de cinarina y 15.4 g/kg de &cido
clorogénico, valores inferiores a los obtenidos en esta investigacién. Con propiedades, por tanto,
inferiores a nuestros extractos.

90



Resultados y discusidn

4.3. Revalorizacion del subproducto de granada

El subproducto con el que se han realizado la investigacién han sido cortezas de granada de la
variedad Mollar, recogido tras la extraccidon de las semillas de su interior. Este subproducto se
ha caracterizado mediante determinacién de compuestos de interés, nutricional y andlisis
microbioldgico y toxicoldgico.

Tabla 21. Caracterizacion del subproducto de granada variedad Mollar. Los valores
corresponden a la media + desviacidn estandar de los analisis realizados por triplicado.

Determinacion de compuestos de interés (g/kg)

Punicalagina 28.78 £ 0.04
Acido elagico 7.19 +0.02
Determinacidn del andlisis nutricional (g/100g)
Azucares totales 12.0+0.2

Fibra Alimentaria 124+0.1
Humedad 65.3+0.7
Proteinas 1.5+0.0

Determinacidn toxicoldgica (mg/kg)

Plaguicidas Presencia

Determinacion microbiolégica

Microbiologia Ausencia patégenos
La caracterizacién completa del subproducto de granada se encuentra en el apartado Anexo Il
Caracterizacion detallada de productos. En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos
aparecen especificaciones de los compuestos de interés. Las incertidumbres de los ensayos

nutricionales han sido calculadas de acuerdo con la guia “ILAC Guidelines for Measurement
Uncertainty in Testing (ILAC-G17:01/2021)".

Este subproducto de granada presenta diferentes compuestos de interés, entre ellos, acido
eldgico y punicalagina, ademas de fibra alimentaria, azicares y en menor cantidad proteinas. La
materia analizada no presenta patdgenos, existe presencia de plaguicidas en bajas
concentraciones.

4.3.1. Optimizacion de la extraccion de los compuestos de interés del subproducto de
granada a escala laboratorio

La optimizacién de las diferentes técnicas de extraccidén se ha referido al poder extractivo de
cada tratamiento en funcién de la capacidad de la técnica para recuperar compuestos
polifendlicos del subproducto de granada.

Para poner a punto los protocolos de extraccién y poner en marcha las diferentes técnicas de
extraccién, se ha seguido el protocolo descrito en el apartado 3.2 de Materiales y Métodos.

A continuacién, se detalla la optimizacion de cada técnica de extraccién atendiendo a los
pardmetros de operacién de cada tratamiento a escala laboratorio.

4.3.1.1. Optimizacidn de la extraccién acuosa del subproducto de granada

La extraccién acuosa se ha optimizado siguiendo los siguientes parametros de proceso tal y
como se describe en el apartado 3.2.1 de Materiales y Métodos, evaluando el efecto que
producen las siguientes variables.

91



Resultados y discusién

= Relacién sélido:liquido
= Temperatura de extraccion
= Tiempo de extraccion

Finalizada la extraccion con las diferentes condiciones de extraccidon, se caracterizd la fase
acuosa filtrada atendiendo al contenido de polifenoles totales. Los resultados obtenidos se
resumen en la siguiente tabla.

Tabla 22. Optimizacién de las condiciones de la extraccion acuosa (EAT) en el subproducto
granada. Los valores corresponden a la media + desviacion estandar de tres réplicas.

Ratio
L . § X Polifenoles totales
Condicion Temperatura (°C) Tiempo (min) subproducto: agua L. L
(g acido galico/L)
(p/v)
EAT-1 25 60 1:2 9.045 £ 0.009
EAT-2 25 60 1:3 9.713 £0.011
EAT-3 25 60 1:4 9.537 £ 0.06
EAT-4 50 60 1:3 10.179 £ 0.012
EAT-5 75 60 1:3 10.935 +0.015
EAT-6 98 60 1:3 11.825 +0.019
EAT-7 98 30 1:3 11.121 +0.022
EAT-8 98 90 1:3 11.741 +0.019

Tal y como se refleja en la tabla anterior, la relacién sélido:liquido éptima corresponde a una
ratio 1:3 p/v. Manteniendo constante esta ratio, es cuando el tratamiento extractivo se realiza
a temperatura de ebullicion (cerca de los 98 °C) cuando mayor concentracion de polifenoles
presenta la fase acuosa. En cuanto al tiempo de extraccidn, aplicando los dos anteriores
pardmetros éptimos constantes, los mejores resultados correspondieron a un tiempo de 60
minutos.

Polifenoles totales g acido galico/L

EAT-1 EAT-2 EAT-3 EAT-4 EAT-5 EAT-6 EAT-7 EAT-8

Condicion de proceso

Figura 48. Cantidad de polifenoles totales obtenidos en la optimizacién de las condiciones de
proceso para la extracciéon acuosa en subproducto de granada. Los datos muestran la media +
desviacidn estandar de tres réplicas independientes.
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Puesto que todas las extracciones de este estudio se realizan con agua como disolvente, y la
ratio subproducto:agua optimizada es 1:3 p/v, serd este valor el que se tomara como referencia
para el resto de experimentos, y poder comparar los resultados de las diferntes técnicas
extractivas posteriormente. En cuanto al tiempo de extraccidon, el dptimo resultd ser de 60
minutos en condiciones de presién atmosférica, por ello, en las extracciones enzimatica y de
ultrasonidos, que se llevan a cabo en las mismas condiciones de presidn, se han realizado con el
mismo tiempo. Ello nos permitira después realizar lar comparativa apropiada de los resultados
obtenidos de las diferentes extracciones.

En las condiciones EAT-4 la temperatura de trabajo fue de 50 °C, debido a que esta es la
temperatura de maxima efectividad de las enzimas y asi podremos comparar los resultados con
los que se obtengan de la extraccién enzimatica.

En las condiciones EAT-5 se ha seleccionado 75 °C de temperatura debido a que esta ha sido la
temperatura a la que llegaron las mezclas tratadas mediante ultrasonidos.

4.3.1.2. Optimizacidn de la extraccion enzimatica del subproducto de granada

En la extracciéon enzimatica se usardn algunos de los pardmetros optimizados en la extraccion
acuosa debido a que se usa el mismo disolvente (agua) y las mismas condiciones de presion. Asi
pues, los siguientes parametros se mantuvieron contantes.

= Relacion sélido:liquido: 1:3 p/v
= Tiempo de extraccion: 60 minutos

La temperatura y el pH para alcanzar la maxima efectividad de las enzimas recomendado por el
proveedor son:

=  Temperatura: 50 °C
= pH:3.5-5.0

La extraccidn enzimatica se ha optimizado evaluando el efecto que ejercen el tipo y
concentracién de enzima siguiendo el protocolo que se describe en el apartado 3.2.2 de
Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos corresponden pues a diferentes experimentos
en los que se varia:

= Tipo de enzima
=  Concentracion de enzima

Finalizados los experimentos de extraccion empleando las diferentes condiciones, se caracterizd
la fase acuosa filtrada atendiendo al contenido de polifenoles totales. En la siguiente tabla se
resumen los resultados mas relevantes.

Tabla 23. Optimizacién de condiciones de la extraccién enzimatica (EE) en subproducto granada.
Los datos muestran la media + desviacidn estandar de tres réplicas independientes.

L. i Concentracion de enzima  Polifenoles totales
Condicion pH Enzima celulasa

(%) (g acido galico/L)
EE-1 4,3 Naturzyme 0,01 10.395 £ 0.020
EE-2 43 Naturzyme 0,015 10.180 +£0.019
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EE-3 4,3 Naturzyme 0,02 9.926 £ 0.015
EE-4 4,3 Validase TRL 0,001 10.277 £ 0.015
EE-5 4,3 Validase TRL 0,005 10.353+0.044
EE-6 4,3 Validase TRL 0,01 10.658 + 0.036

Con estos experimentos se ha comprobado que aniadir enzima mejora el rendimiento de
extraccién de polifenoles, ya que manteniendo los pardmetros de tiempo y ratio constantes, la
experiencia EAT-4, realizada a la temperatura de mayor efectividad de ambas enzimas, se
obtuvo una concentracion de polifenoles totales en la fase acuosa de 10.179 g 4cido galico/L,
mientras que en la experiencia EE-6 se ha obtenido mayor concentracidn de estos compuestos
polifendlicos.

La concentraciéon de enzima déptima corresponde a las condiciones EE-6, esto es, cuando se
utiliza la enzima celulasa Validase TRL en una concentracién de 0.01% de enzima respecto el
peso del subproducto seco, manteniendo contantes una ratio 1:3 p/v, una temperatura de 50
°Cy un tiempo de extraccion de 60 minutos.
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Figura 49. Cantidad de polifenoles totales obtenidos en la optimizacion de las condiciones de
proceso para la extraccion enzimatica en subproducto de granada. Los datos muestran la media
+ desviacion estandar de tres réplicas independientes.

4.3.1.3. Optimizacion de la extraccidon asistida por ultrasonidos del subproducto de
granada

En la extraccion asistida por ultrasonidos también se mantuvieron fijos algunos de los
parametros optimizados en la extraccidon acuosa, ya que se usa el mismo disolvente (agua). El
extractor utilizado ha sido un equipo de ultrasonidos UIP500hDT (Hielscher).

= Relacidn sélido:liquido: 1:3 p/v
= Tiempo de extraccion: 60 minutos
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La extraccidn asistida por ultrasonidos se ha optimizado siguiendo los siguientes parametros de
proceso tal y como se describe en el apartado 3.2.3 de Materiales y Métodos.

=  Potencia de extraccion

Finalizada la extraccion empleando diferentes potencias ultrasdnicas, se caracterizd la fase
acuosa atendiendo al contenido de polifenoles totales, como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 24. Optimizacién de condiciones de la extraccién asistida por ultrasonidos (EUS) en
subproducto granada.

Potencia .
Polifenoles totales

Condicion ultrasonica
(g acido galico/L)

(w)
EUS-1 135 11.016 £ 0.029
EUS-2 250 11.259 £ 0.041
EUS-3 320 13.017 £0.023

Nuestros experimentos demuestran que la extraccion asistida por ultrasonidos mejora el
rendimiento del proceso de extraccion de polifenoles. Esta afirmacién puede inferirse
comparando los resultados de la experiencia EAT-5, realizada a 75 °C, la misma temperatura que
se alcanza en las experiencias de sonificacién, manteniendo los pardmetros de tiempo y ratio
constantes. En este caso se obtuvo una concentracion de polifenoles totales en la fase acuosa
de 10.935 g acido galico/L., mientras que todas la extracciones ultrasonicas conducen a
extractos con mayor concentracién de estos compuestos polifenélicos.

Como se ha mencionadao, la temperatura en todas las experiencias de extraccion ultrasdénica,
debido al choque de ondas sonoras en la mezcla, alcanzé unos 75 °C de temperatura. Los
mejores resultados se obtuvieron con las condiciones EUS-3, esto es, una potencia ultrasonica
de 320 W, una ratio 1:3 p/v subproducto:agua, y un tiempo de extraccidon de 60 minutos.

Polifenoles totales, g Acido Galica/L

EUS-1 EUS-2 EUS-3

Condiciones de proceso

Figura 50. Cantidad de polifenoles totales obtenidos en la optimizacién de las condiciones de
proceso para la extraccion asistida por ultrasonidos en el subproducto de granada. Los datos
muestran la media * desviacion estdndar de tres réplicas independientes.

4.3.1.4. Optimizacidn de la extraccion con agua subcritica del subproducto de granada
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Como en apartados anteriores, en la extracciéon con agua subcritica se emplearon algunos de los
pardmetros ya optimizados en la extraccién acuosa. El extractor utilizado consistio en un equipo
Thermo Scientific Dionex™ ASE™ 350, el cual tiene configurado una presién constante de
operacion en sus tratamientos extractivos de 150 bares.

= Relacidn sélido:liquido: 1:3 p/v
= Presion de extraccion: 150 bares

Dado que las condiciones de presidon cambian con respecto a las demas tecnologias, las
condiciones de extraccién con agua subcritica se han optimizado operando sobre los siguientes
pardmetros de proceso, tal y como se describe en el apartado 3.2.4 de Materiales y Métodos.

= Temperatura de extraccion
= Tiempo de extraccion

Finalizados los diferentes experimentos de extraccidn, se caracterizo la fase acuosa atendiendo
al contenido de polifenoles totales, tal y como se resume en la siguiente tabla.

Tabla 25. Optimizacidn de condiciones de la extraccion con agua subcritica (EAS) en subproducto
granada. Los valores corresponden a la media + desviacion estandar de tres réplicas.

. Temperatura Tiempo Polifenoles totales
Condicion A L. .
(°C) (min) (g acido galico/L)
EAS-1 80 5 11.095 +0.032
EAS-2 100 5 11.703 +0.015
EAS-3 120 5 12.923 + 0.034
EAS-4 120 1 10.782 £ 0.011
EAS-5 120 10 12.818 +0.045

Los mejores resultados se obtuvieron al aplicar una temperatura de 120 °Cy una presion de 150
bares durante un tiempo de extraccion de 5 minutos (EAS-3), ya que condujeron a una mayor
concentracién de polifenoles en la fase acuosa.
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Polifencles totales, g Acido Galico/L

EAS-1 EAS-2 EAS-3 EAS-4 EAS-5

Condicion de proceso

Figura 51. Cantidad de polifenoles totales obtenidos en la optimizacién de las condiciones de
proceso para la extraccidon con agua subcritica del subproducto de granada. Los valores
corresponden a la media + desviacidn estandar de tres réplicas.
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4.3.2. Extraccion y caracterizacion de los extractos de granada obtenidos a escala piloto

En este apartado se detalla la caracterizacidon de extractos finales para la revalorizacién del
subproducto de granada, obtenidos mediante las diferentes técnicas de extraccion que se listan
a continuacién, como se resume en el apartado 3.3 de Materiales y Métodos.

= Extraccion acuosa

= Extraccion mediante tratamiento enzimatico
= Extraccion asistida por ultrasonidos

=  Extraccion con agua subcritica

Una vez realizado el pretratamiento al subproducto de granada (lavado y triturado), se somete
al tratamiento de extraccidn. Pasado el tiempo de extraccidn, se separa la corriente sélida de la
acuosa mediante un Decanter. La corriente sélida obtenida se deshidrata a 70 °C durante 2 dias
en una estufa con control de humedad obteniendo un extracto aprovechable por su gran
contenido en fibra alimentaria.

La fase acuosa se deshidrata mediante un proceso de concentracidn en una bola de vacio,
posteriormente la fase acuosa concentrada se congela y se obtiene en polvo mediante un
proceso de liofilizacion.

Una vez obtenida la fase acuosa liofilizada se procede a caracterizarlas atendiendo a:

= Compuestos organicos de interés del producto
=  Andlisis nutricional
= Capacidad antimicrobiana y antioxidante

En la siguiente tabla se detalla la caracterizacidn de dichos extractos procedentes de las
diferentes técnicas sostenibles de extraccidn del subproducto de granada.

Tabla 26. Caracterizacidn extractos sélidos finales obtenidos del subproducto de granada con
diferentes técnicas extractivas. Los valores corresponden a la media * desviacién estandar de
tres réplicas.

Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion agua
acuosa enzimatica ultrasonidos subcritica
(EAT) (EE) (EUS) (EAS)

.

Determinacion de compuestos de interés (g/kg)

Polifenoles totales,

g cido galico/kg 196.24 +1.54 218.33+1.48 231.67 £1.95 159.56 + 0.87
Punicalagina 151.43+1.02 163.26 £ 0.83 174.09 £ 2.12 78.53 £0.53
Acido elagico 8.58 + 0.05 19.53+0,11 19.07 +£0.21 17.44 £+ 0.15
Punicalina 5.56 + 0.02 3.86 £ 0.03 9.57+0.10 5.05 £ 0.09
Pedunculagina 1.22+0.04 1.22 £ 0.05 7.39+0.15 1.96 £ 0.06
Elagitanina 1.13+0.09 0.89 £ 0.02 7.62 £0.09 1.20+0.17
Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 584.62 + 3.89 684.9 +4.13 724.31+4.06 615.78 £ 4.61
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Determinacion del andlisis nutricional (g/100g)

Azucares totales 47.8+0.9 45.6 £0.9 55.8+1.1 46.0+0.9

Fibra alimentaria 8.3+0.1 16.4+0.2 10.2+0.1 12.2+0.1

Humedad 5.0+£0.0 44+0.0 3.9+0.0 7.5%0.1

Proteinas 5.2+0.2 2.0+0.1 1.9+0.1 46+0.1
Rendimiento (% respecto el peso de materia prima inicial)

Rendimiento 5.1+0.3 59+0.3 6.4+0.2 4.7+0.5

La caracterizacién completa de los extractos de granada se encuentra en el apartado Anexo Ill
Caracterizacion detallada de productos. En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos
aparecen especificaciones de los compuestos de interés. Las incertidumbres de los ensayos
nutricionales han sido calculadas de acuerdo con la guia “ILAC Guidelines for Measurement
Uncertainty in Testing (ILAC-G17:01/2021)".

En cuanto a la determinacién de compuestos de interés, la tecnologia asistida por ultrasonidos
es la técnica extractiva con la que se obtiene un mayor contenido en punicalagina (174.09 g/kg)
y polifenoles totales (231.67 g acido galico/kg extracto seco), siendo el extracto que presenta
mayor capacidad antioxidante mediante el método ABTS en comparacion con los obtenidos tras
las otras técnicas extractivas.

Por otra parte, incrementos elevados de temperatura y presién, como cuando se aplica la
técnica de agua subcritica, provoca la inestabilidad y degradacion de compuestos como la
punicalagina, por este motivo, el extracto obtenido con agua subcritica es el que menos
concentracién en este compuesto presenta. Estos resultados concuerdan con la investigacion
que realizaron Yan et al, sobre la extraccién con agua subcritica a escala laboratorio de
polifenoles en el fruto de granada, ya que constataron una disminucién de la concentracién de
punicalagina cuando se sometia la extraccion a altas presiones. (Yan, L. et al, 2017)

En cuanto a la fibra alimentaria, el extracto de mayor concentracidon se obtiene mediante
extraccién enzimatica (un 16.4 g/100g en fibra alimentaria), mientras que cuando la extraccion
se lleva a cabo utilizando ultrasonidos, se obtiene un extracto con la concentracion en azucares
mas alta (55.8 g/100g).

4.3.3. Medida de la capacidad antimicrobiana y antioxidante in vivo de los extractos de
granada obtenidos

Ademas, se ha realizado un estudio sobre la capacidad antimicrobiana y antioxidante mediante
impedancia eléctrica in vivo. Con este fin, se han realizado tres controles, para la extraccion
acuosa se han utilizado las cepas (1), para las tecnologias de extraccion enzimatica y ultrasonidos
se ha utilizado las cepas (2) y para la extraccién con agua subcritica la cepa (3) debido a que la
produccién de extractos con las diferentes técnicas extractivas se ha realizado en periodos de
tiempo diferentes. Los resultados obtenidos de este estudio se muestran en las siguientes
figuras.
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M%
15

30

25

204

Meas. New IDTM New IDTE Orig. det. fime Orig. CFU Temperature Info 1 Info2 Info2
No. [hrs] [hrs] [hrs.] [C]
I 3220 - 373 - 37,00 CONTROL SALMONELLA (1)
3236 - - 4,93 - 37,00 SALMONELLA (1) + EXTRACTO ACUOSO 5g/kg
I 3888 - - 215 - 37,00 CONTROL SALMONELLA (2)
38m - - 6,54 - 37,00 SALMONELLA (2) + EXTRACTO ENZIMATICO Safkg
I 3892 - - 913 - 37,00 SALMONELLA (2) + EXTRACTO ULTRASONIDOS Sgfkg
| 4400 - - 1,48 - 32,00 CONTROL SALMONELLA (3)
4401 - - 348 - 32,00 SALMONELLA (3) + EXTRACTO AGUA SUBCRITICA Sa/kg

Figura 52. Capacidad antimicrobiana por impedancia eléctrica in vivo de extractos de granada
obtenidos con las diferentes técnicas de extraccién utilizando como cepa Salmonella.

Como se desprende del analisis de la gréfica anterior, el tiempo de crecimiento de la cepa
Salmonella (1) es de 3.73 horas, cuando se afiade extracto de granada obtenido mediante
extraccidn acuosa se ralentiza este crecimiento a 4.93 horas. El tiempo de crecimiento de la cepa
Salmonella (2) es de 2.15 horas, cuando se afiade extracto de granada obtenido mediante
extracciones enzimatica y ultrasénica se ralentiza el crecimiento a 6.54 y 9.13 horas,
respectivamente. El tiempo de crecimiento de la cepa Salmonella (3) es de 1.49 horas, pero al
afadir extracto de granada obtenido mediante extraccidén con agua subcritica se ralentiza este
crecimiento a 3.48 horas. Por lo que se puede concluir que el extracto de granada obtenido
mediante extraccion por ultrasonidos es el que presenta una mayor capacidad antimicrobiana
frente a Salmonella.
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M%
10

Meas. NewIDTM NewIDTE Orig. det. ime Orig. CFU Temperature Info 1 Info2 Info3
No. [hrs.] [hrs] [hrs.] )
I 32 - - 810 37,00 CONTROL LISTERIA (1)
3237 21,16 37,00 USTERIA (1) + EXTRACTO ACUOSO Sg/Kg
| 3000 1343 37,00 CONTROL LISTERIA (2)
I 3903 - 37,00 UISTERIA (2) + EXTRACTO ENZIMATICO Sg/Kg
3904 - 37,00 USTERIA(2) + EXTRACTO ULTRASONIDOS Sg/Kg
4405 6,02 32,00 CONTROL LISTERIA (3)
I 4406 - 32,00 LISTERIA (3) + EXTRACTO AGUA SUBCRITICA Sa/Kg

Figura 53. Capacidad antimicrobiana por impedancia eléctrica in vivo de los extractos de granada
obtenidos con diferentes tecnologias sostenibles utilizando como cepa Listeria.

En este caso, el tiempo de crecimiento de la cepa Listeria (1) es de 8.10 horas. Sin embargo,
cuando se afiade extracto de granada obtenido por extraccidn acuosa se ralentiza a 21.16 horas.
Por otra parte, el tiempo de crecimiento de la cepa Listeria (2) es de 13.43 horas, y cuando se
afiade extracto de granada obtenido mediante extracciones enzimatica y ultrasénica se inhibe
en su totalidad su crecimiento. El tiempo de crecimiento de la cepa Listeria (3) es de 6.02 horas,
pero se inhibe su crecimiento al afnadir extracto de granada obtenido mediante extraccién con
agua subcritica. De todos estos resultados se puede concluir que los extractos de granada
obtenidos presentan una gran capacidad antimicrobiana frente a Listeria.

El poder antimicrobiana de estos extractos se debe a las grandes concentraciones de polifenoles
gue presentan, en concreto de punicalagina, siendo el extracto obtenido con ultrasonidos el que
presenta mayor concentracion de esta especie y también decompuestos polifendlicos. Por esta
razon, es el que mayor poder antimicrobiano ejerce frente a cepas como Salmonella y Listeria.
Nuestros resultados coinciden con los obtenidos del estudio de Gosset-Erard et al, en el cual
identificaron a la punicalagina como principal compuesto bioactivo responsable de la capacidad
antimicrobiana de la granada (Punica granatum L.). (Gosset-Erard, C. et al, 2021)

Ademas, en un estudio de Abdullah et al se investigd el efecto antibacteriano de la granada
frente a bacterias Gram positivas (Listeria) y Gram negativas (Salmonella), demostrando que su
actividad sobre las bacterias Gram positivas es mayor que sobre las Gram negativas. Dichos
resultados concuerdan también con los obtenidos en nuestra investigacion, y puede deberse a
que la pared celular de las bacterias Gram negativas (Salmonella) contiene lipopolisacaridos, que
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quiza impidan que los componentes activos lleguen a la membrana citoplasmatica (Abdullah A.
H. et al, 2014).

En cuanto a la capacidad antioxidante de los extractos, los resultados se resumen en la figura
siguiente.

Cuando se somete a estrés oxidativo con H,0; la cepa de Saccahromyces (3) su crecimiento
alcanza un valor de 12.23 horas, y si afladimos a estas condiciones extracto de granada obtenido
mediante extraccién con agua subcritica el crecimiento es de 8.76 horas.

M%
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-354
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-50

Meas. New IDTM New IDTE Orig. det. time Orig. CFU Temperature Info 1 Infa 2
No. [hrs] [hrs] [hrs.] [°Cl
588 E N 1058 B 30,00 CONTROL SACCHAROMYCES (1)
2969 - - 11,64 - 30,00 CONTROL SACCHAROMYCES (1) + H202 1 mM
I 2975 - - 10,23 - 30,00 SACCHAROMYCES (1) + H202 1 mM + EXTRACTQ ACUOSO 5 gfkg
I 3920 - - 1,39 - 30,00 CONTROL SACCHAROMYCES (2)
3921 - - 15,68 - 30,00 CONTROL SACCHAROMYCES (2) + H202 1 mM
3926 - - 13,50 - 30,00 SACCHAROMYCES (2) + H202 1 mM + EXTRACTO ENZIMATICO 5 akg
I 3927 - - 14,15 - 30,00 SACCHAROMYCES (2) + H202 1 mM + EXTRACTO ULTRASONIDOS 5 g/kg
I 4395 - - T4 - 32,00 CONTROL SACCHAROMYCES (3)
I 4396 - - 12,23 - 32,00 CONTROL SACCHAROMYCES (3) + H202 1mM
4398 - - 8,76 - 32,00 SACCHAROMYCES (3) + H202 1 mM + EXTRACTO AGUA SUBCRITICA 5 aokg

Figura 54. Capacidad antioxidante medida por impedancia eléctrica in vivo de extractos de
granada obtenidos con diferentes tecnologias sostenibles.

Como sucedia en los estudios de la capacidad antioxidante de los diversos extractos de
subproductos alimentarios mostrados en anteriores apartados, los resultados de la capacidad
antioxidante mediante la medida colorimétrica ABTS no concuerdan en muchas ocasiones con
la medida de la capacidad antioxidante in vivo por impedancia eléctrica. Como antes, esto se
debe a que, si los extractos poseen una gran capacidad antimicrobiana, como ocurre con los de
granada, son un inhibidor de crecimiento de la cepa en cuestion, por lo que, en la medida de la
capacidad antioxidante por impedancia eléctrica, el tiempo ralentizado de crecimiento
observado no solo se debe a la capacidad antioxidante que ejerce el extracto sobre el H,0,, sino
también a la inhibicién de la cepa debido a su poder antimicrobiano.
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4.3.4. Purificacion de compuestos de interés del subproducto de granada

Los diferentes métodos de adsorcidon-desorcidn considerados en este estudio se han aplicado a
la fase liquida obtenida tras el tratamiento de extraccion asistido por ultrasonidos, debido a que
es el extracto liofilizado con la mayor concentracidn de punicalagina y polifenoles totales que se
ha obtenido (174.09 g/kg y 231.67 g acido galico/kg extracto seco, respectivamente).

Una vez obtenidos los extractos purificados deshidratados mediante el protocolo descrito con
diferentes matrices adsorbentes en el apartado 3.4 de Materiales y Métodos, se caracterizan
atendiendo a sus compuestos bioactivos de interés y a la capacidad antioxidante mediante el
método ABTS. Los resultados obtenidos se resumen a continuacion.

Tabla 26. Caracterizacidon extractos polifenélicos de subproducto de granada purificado
mediante tratamiento de adsorcidon-desorcién con diferentes adsorbatos. Los valores
corresponden a la media + desviacidn estandar de tres réplicas.

Extraccion X . . Carboén
. Resina Resina Resina . .
ultrasonidos activo Zeolita
PAD610 PAD900 PAD950

(EUS) (CAG)

Y T 2 :’, oA
3 ek s - 5 %
; < . i 1
o e . T “N .
e S o W T
e —i¥

Determinacién de compuestos de interés (g/kg)

Polifenoles totales, 231.67 315.79 297.13 308.52 97.18 227.11
g 4cido galico/kg +1.95 +2.28 +1.57 +2.45 +1.01 +2.33
. . 174.09 223.22 199.97 220.46 64.07 215.39
Punicalagina
+2.12 +2.20 +2.06 +1.43 +0.90 +2.86
P .. 18.85 +
Acido elagico 19.07 £ 0.21 20.50+0.44 19.89+0.31 0.16 0.90 £ 0.08 5.65+0.12
Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 724.31 1475.94 1463.58 1541.13 141.3 717.48
+4.06 +8.98 +9.10 +9.85 +2.01 +4.59
Rendimiento respecto a gramos de extracto final obtenido por litro de extracto acuoso utilizado
Rendimiento - 54+0.2 56+0.1 6.2+0.3 23+0.2 3.6+05

En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos aparecen especificaciones de los compuestos
de interés.

El material adsorbente con mejores resultados para la obtencién de un extracto rico en
punicalagina y polifenoles han sido la resina PAD610 (223.22 g/kg y 315.79 g acido galico/kg
extracto seco, respectivamente) y la resina PAD950 (220.46 g/kg y 308.52 g acido galico/kg
extracto seco, respectivamente).

El extracto con mayor capacidad antioxidante (1541.13 g trolox/ kg extracto seco) ha sido el
obtenido con la resina PAD950. La Zeolita natural ha mostrado ser un buen adsorbente de
punicalagina (215.39 g/kg).

Cuando se utiliza CAG en el proceso de adsorcidn, se obtienen bajas concentraciones de acido
eldgico, punicalagina y polifenoles totales.
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Se ha realizado un estudio para ver los rendimientos de adsorcidon-desorcién del proceso en

cuanto a compuestos polifendlicos, los resultados se muestran en el siguiente diagrama.

[ EXTRACCION ULTRASONIDOS ]

Filtracién l

[ FASE LiQUIDA GRANADA ]'

' [ PROCESO DE ADSORCION ]

l

Muestra

Polifenoles totales
(g 4cido gélico/L)

Fase liquida tras extraccion lll(ras()l\ldm‘ 13.017+0.125

Polifenoles totales

. Muestra (g acido galico/L)
[ FILTRACION ]—'[ MATRIZ ADSORBENTE ] Fase etandlica tras desorcion de la resina PAD610 6.769+ 0.089
l BT O Fase etandlica tras desorcion de Ia resina PAD90O 3.8161 0.053
Fase etandlica tras desorcion de la resina PAD950 5.351+0.040
[ PRgﬁiEélgg EEDAS:.)RRACS]ON ] [ PROCESO DE DESORCION ] ' Fase etandlica tras desorcion de CAG 0.084 + 0.009
Fase etandlica tras desorcion de la Zeolita 0.302 + 0.022
Muestra ‘ Polifenoles totales i "
(g &cido galico/L) [ FILTRACION ]—{ ETANOL ]
Fase acuosa tras adsorcién con resina PAD610 5.277£0.095
Fase acuosa tras adsorcién con resina PAD900 5.145+0.055 A
Fase acuosa tras adsorcién con resina PAD950 6.197 + 0.067 [ ADSORBATO TRAS ] [ DESHIDRATAC'ON ] t
Fase acuosa tras adsorcién con carbén (CAG) 12.472+0.092 DESORCION k. 2
R

Fase acuosa tras adsorcién con Zeolita 12.669+ 0.087

(ROTAVAPOR)

Polifenoles totales

Muestra

(g &cido gélico/kg)

Extracto deshidratado purificado (resina PAD610) 31579+2.28

Extracto deshidratado purificado (resina PAD900) 297.13+£1.57
Extracto deshidratado purificado (resina PAD950) 308.52+2.45
Extracto deshidratado purificado (CAG) 97.18+1.01
Extracto deshidratado purificado (Zeolita) 227.11+£2.33

Figura 55. Diagrama purificacion mediante procesos de adsorcidon-desorcién de compuestos de

interés de subproducto de granada.

La fase liquida tras ser tratada con los diferentes adsorbatos fue analizada mediante el método
Folin Ciocalteu para comprobar la concentracién y capacidad de retencién de polifenoles en los

diferentes adsorbatos. Ademas, también se realizé una cuantificacién de la desorcién de los

polifenoles retenidos con etanol analizando los
resultados se muestran en la siguiente figura.
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Tras realizar el estudio de adsorcidn-desorcion en las diferentes matrices adsorbentes se

concluye que la resina PAD900 es el adsorbato con mayor capacidad de retencion de polifenoles,

reteniendo el 60.5% de los polifenoles iniciales, mientras que el adsorbato que menos capacidad

de adsorcion de estos compuestos es la zeolita natural, reteniendo solamente el 2.7%.
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Por otro lado, el adsorbato con mayor facilidad de desorcién de los polifenoles retenidos es la
resina PAD610, recuperando el 87.5%, seguida de la zeolita natural con un 87.0% de los
polifenoles que habian quedado adsorbidos en los adsorbatos.

El adsorbato que mayor dificultad de desorcidon ha mostrado es el carbdn activo granular (CAG),
recuperando un 15.3% de los polifenoles que habian quedado en este adsorbato. La menor
capacidad de adsorcién de la resina PAD950 con respecto la resina PAD900 se debe al didametro
de poro de cada resina, el didgmetro de poro de la resina PAD950 es 120 A, bastante menor que
en la resina PAD900, cuyo didmetro de poro es 220 A. (Buran T. J. et al, 2014)

Debido a que el extracto obtenido con la Resina PAD950 es el extracto con mayor capacidad
antioxidante y mayor viabilidad econdmica presenta para recuperar compuestos de interés
como la punicalagina y polifenoles totales, se realizd6 una caracterizacion completa de sus
compuestos de interés, los resultados obtenidos se resumen a continuacion.

Tabla 27. Caracterizacion completa extracto de granada purificado con resina PAD950 y
comparativa con extracto ultrasonidos. Los valores corresponden a la media + desviacion
estdndar de tres réplicas.

Extraccion )
Resina

PAD950

. -. ¥ : "
f 4
, - q

£ .

W

Determinacién de compuestos de interés (g/kg)
Polifenoles totales, g acido gélico/kg 231.67+1.95 308.52 +2.45

Ultrasonidos
(EUS)

Punicalagina 174.09+2.12 220.46+1.43

Acido elagico 19.07£0.21 18.85+0.16

Punicalina 9.57+£0.10 19.37+0.21

Pedunculagina 7.39+0.15 12.12 £0.15

Elagitanina 7.62 +0.09 2.86 +0.08
Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)

ABTS 724.31+4.06 1541.13+9.85

En el Anexo | Ficha de los compuestos bioactivos aparecen especificaciones de los compuestos
de interés.

Con el fin de evaluar la calidad de los extractos de granada obtenidos en nuestros estudios, se
ha realizado una busqueda bibliografica y de proveedores que comercializan ingredientes
naturales y extractos obtenidos a partir de materiales vegetales. La empresa Euromed
comercializa un extracto de granada en polvo (EXTR. PUNICAE GRANATI SICCUM POMANOX®
P20) obtenido a partir de partes de la fruta de granada Punica granatum L., en la composicion
de este producto encontramos aproximadamente un 20% de maltodextrina. Este producto es
un polvo fino de color marrén amarillento, cuya concentracién en punicalagina es de
aproximadamente 200 g/kg. El extracto de granada que hemos obtenido por tratamiento por
ultrasonidos tiene 174.09 g/kg de punicalagina, y el extracto purificado con resina PAD950 un
220.46 g/kg.

La empresa AQP ingredients comercializa un producto de granada (FDbt.F.Pg — Ingrediente
obtenido de granada entera ecolégica (Punica granatum)), es un producto natural sin aditivos
ni ingredientes afiadidos, con alto contenido en compuestos fendlicos estables durante largo
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tiempo. Este producto tiene un 6.9 g acido galico/kg de compuestos polifendlicos, valor muy
inferior a los obtenidos como fruto de nuestra investigacion.
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Conclusiones

Las conclusiones alcanzadas en esta tesis son:

1.

La técnica de extraccion con agua en condiciones subcriticas de compuestos
polifendlicos de los subproductos de limdn, ha sido la que aporta extractos con mayor
concentracion y capacidad antimicrobiana de entre las aqui estudiadas. Sin embargo,
debido a los caudales de produccién necesarios, y a los elevados costes de adquisicidn
del equipo, esta tecnologia no estd suficientemente desarrollada para su implantacion
industrial. Resultados como los obtenidos en esta tesis promueven que las empresas del
sector, sigan trabajando en el desarrollo de esta novedosa tecnologia de extraccion para
su implantacién industrial.

La extraccidn enzimdtica con celulasa, seguida de un proceso de adsorcién con resinas
poliméricas, ha resultado ser el proceso que alcanza mayores rendimientos de
extraccion para la obtencidon de compuestos polifenélicos a partir de los subproductos
industriales de limén y de alcachofa, con unas concentraciones superiores comparados
con los extractos comerciales y con probada actividad antioxidante. Ademas, esta
técnica es escalable industrialmente, ya que se basa en tecnologias maduras en el tejido
empresarial.

Mediante la técnica de extraccién asistida por ultrasonidos, seguida de un proceso de
purificacién por adsorcidn con resinas poliméricas, se ha conseguido un extracto con una
concentracidon en polifenoles de granada superior a los que se comercializan en Ia
actualidad y con probada capacidad antioxidante. Cabe resaltar que se trata de una
tecnologia muy econdmica y que se utiliza a nivel industrial en numerosos procesos
alimentarios con altos caudales de produccidn.

Las técnicas de extraccion aqui optimizadas y desarrolladas para la obtencion vy
purificacién de compuestos polifendlicos provenientes de los subproductos industriales
de limdn, alcachofa y granada, son escalables a nivel industrial desde un punto de vista
tecnoldgico, ya que el equipamiento utilizado a nivel de planta piloto se usa en la
industria para otras aplicaciones, distintas de las desarrolladas en esta tesis.

La cantidad de residuos que generan las industrias procesadoras de limdn, alcachofa y
granada, y su contenido en compuestos de interés para la salud humana, hacen viable
su potencial revalorizacién mediante técnicas de extraccidn sostenibles sin el uso de
disolventes organicos, demostrando el beneficio medioambiental que supone dar un
valor afadido a los residuos y buscar fuentes naturales de ingredientes saludables.
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7.1. Anexo l. Ficha de los compuestos bioactivos

Tabla 1. Ficha de especificaciones de compuestos bioactivos en cuanto a su féormula, peso y
estructura molecular.

Peso
Compuesto Féormula molecular Estructura molecular

(8/mol)
Compuestos de interés de subproducto de limdén

Acido nomilinico C2sH36010 532

Crisoeriol 6,8-DI-C-
.. Ca28H32016 624
glucésido

HsG- 0

Hesperidina C28H34015 610 Ho-’&o o @,C)CH.;
O _mn O

Limonina CzeHgoOg 470

Luteolina-
L Ca7H30015 594
neohesperidosidasa
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Narirutina
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OH

OH

Cinarina C25H24O12 516

HO

HO'

Compuestos de interés de subproductos de granada

0
HO o]
Acido elagico C1HeOs 302 HO O O oH
d  oH
(0]
HO_  OH
HO Q
HO, o)

HO P o oH
Elagitanina C36H20022 799 HO o O&o\(@iw

N7 T e
Pedunculagina C3aH2402, 784 I Lo /o

Punicalagina CagH25030 1084

HO OH HO OH
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Punicalina C34H22022 782
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7.2. Anexo Il. Caracterizacion de productos: analisis nutricional, analisis toxicoldgico y
analisis microbiolégico.

Andlisis nutricional

Cuantificacion de cenizas totales

La determinacidn del contenido de cenizas totales se realizé por gravimetria después de la
calcinacién de la muestra en un horno de mufla. Se incinerd la capsula de porcelana en la mufla
a 50 °C durante una hora. Se dejé enfriar en el desecador y seguidamente se pesé. Se pesaron
entre 5y 10 g de muestra en la capsula. Se colocé la capsula sobre la placa calefactora dentro
de la campana de extraccion de humos y se calentd hasta que la mayor parte de los compuestos
organicos se hubieron quemado, permanecié en la placa encendida hasta que dejo de
desprender humo, después se apago la placa y la capsula se dejé reposar unos minutos.

Se pasod la cdpsula a la mufla caliente, se calcind hasta que los componentes organicos
desaparecieron totalmente y quedd un residuo libre de restos negros de carbén. Se puso la
capsula con el residuo en el desecador para que se enfrie y se pesé seguidamente.

El resultado se expresa en % con dos cifras decimales segln la ecuacion 1 que sigue:

Pf_Pc

Cenizas (%) = D
m

-100

Ecuacion 1. Calculo del contenido en cenizas.

Donde: Ps = peso de la capsula conteniendo las cenizas; P, = peso de la cdpsula; Pm = peso de la
muestra.

Cuantificacion de grasa

La cuantificacidn de grasa se realizd utilizando el método de extraccidn Soxhlet, para ello, se
desecaron los vasos en la estufa a 105 + 2 °C durante una hora, se dejo enfriar en el desecador
y se pesaron.

Posteriormente, se colocé un poco de algoddn en el fondo del cartucho (encajado en el
adaptador magnético sobre el dedal). Se taré todo el conjunto, se pesaron de 2 a5 g de muestra
(seguin el contenido en grasa esperado) en el cartucho y se tapé la muestra con algodon.

Con la ayuda de los soportes de dedales y la gradilla niveladora se introdujo cada dedal de
extraccién provisto del adaptador magnético en una columna de destilacion de la unidad de
extraccién. Se abrid el circuito de refrigeracion y se adicionaron 60 mL de éter dietilico por la
parte superior de cada columna de extraccidn. Se puso en marcha la unidad de calefaccion.
Después de 1 hora de extraccién los cartuchos fueron elevados sobre el nivel del disolvente en
ebullicion de forma que el condensado caiga sobre la muestra produciendo el arrastre de la
grasa remanente. Mantener asi durante 2 horas.

Se cerrd la valvula de recuperacidn. El condensado quedd retenido por ésta y en unos 5 minutos
todo el disolvente fue recuperado. Para favorecer la total eliminacion del disolvente de los vasos
se agita en el sentido inverso a las agujas del reloj y a la vez introduce aire en la unidad de
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calefaccidon. A continuacion, se apagd la calefaccidon y se elevd la bateria de columnas de
destilacién desbloqueando y accionando la unidad de extraccidn. Se retiraron los vasos y desecé
en la estufa a 105 + 22C; se dejo enfriar en el desecador y se peso.

El contenido en grasa bruta de la muestra se calcula de la forma siguiente:

P — Py

-100
P

Grasa bruta (%) =

Ecuacion 2. Calculo del contenido en grasa.

Donde: Ps = peso final del vaso con la grasa extraida; Py = peso inicial del vaso vacio; Pm = peso
de la muestra.

Cuantificacion de hidratos de carbono

Los hidratos de carbono los constituyen principalmente dos grupos de sustancias:

=  Los azucares simples, monosacaridos y disacdridos: glucosa, sacarosa, fructosa, lactosa.
= Polisacaridos como el almiddn.

Se usa el término “hidratos de carbono por diferencia” o “hidratos de carbono totales” para
referirnos al valor obtenido restando de 100 la suma de los porcentajes de la grasa, la proteina,
las cenizas y la humedad. La cuantificacidon de hidratos de carbono se realiza mediante calculo
con la siguiente ecuacion:

Hidratos de carbono (%) = 100 — %Grasa — %Proteina — %Cenizas — %Humedad

Ecuacion 3. Calculo del contenido en hidratos de carbono.

Cuantificacion de cloruro sédico

La determinacion de sodio en alimentos por Cromatografia Idnica (rango 20 -20000 mg/Kg)
usando una fase mévil 4cido Nitrico/ Eter 18-corona-6, una columna de separacién de cationes
de alcohol polivinilico con grupos carboxilo para separar en funcidon del tamafio y carga, y un
detector de conductividad.

La muestra a analizar se triturd y homogeneizé previamente. Una vez triturada se llevd a cabo
el proceso de extraccidn. Para la extraccion, se pesé una cantidad de muestra triturada y se llevd
a un vaso de precipitados con 80 mL de agua desionizada a 802C durante media hora, en una
placa calefactora con agitacion.

Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se llevé a un matraz aforado de 100 ml el cual se
enraso con agua desionizada. En este punto, la muestra debe se filtré con un filtro de 0,45 pum
para poder proceder a su medida en el cromatdgrafo idnico.

Se pesd 10 g de muestra y se enrasd con agua desionizada a un volumen final de 100 ml,
obteniendo de este modo una dilucién 1:10.

A partir de la solucién patron de concentracién definida (aproximadamente 1000 mg/L), se
procedid a la elaboracién de la curva de calibrado.
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El sistema cromatografico utilizado fue un cromatdgrafo idnico Metrohm MIC-2 Advanced,
automuestreador con sistema de ultrafiltracion in-line — sistema de inyeccidn automatico, y
detector de conductividad dentro de una caja de aislamiento térmico y electromagnético. Las
condiciones de trabajo fueron: Flujo: 0.80 mL/min, temperatura: 25 °C, presion del Sistema: 8.0
—12.0 MPa y volumen de inyeccién: 20 uL

El equipo también tuvo en cuenta el factor de dilucién a la hora de dar el resultado final y se
calcula de la siguiente manera:

Ve

Fqg=—

d V.
Ecuacion 4. Calculo del factor de dilucién.

Donde: F4 = Factor de dilucidn; Vs = Volumen final en mL; Vi, = Volumen de la muestra en mL.

Los resultados se expresan en mg/Kg y para expresarlo como cloruro sédico (sal), se multiplicd
el dato del sodio por el factor 2,54.

Cuantificacion del valor energético

El valor energético se define como la cantidad de energia que se origina cuando el alimento es
totalmente oxidado o metabolizado, este valor se expresa por 100 g de producto y se calculé
mediante los siguientes factores de conversién que se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 2. Factor de conversion para el calculo del valor energético.

Kcal/g Kl/g

Hidratos de carbono 4 17
Proteinas 4 17
Grasas 9 37

Los cdlculos se realizaron de la siguiente forma:

kcal _ (Proteinas N Hidratos de carbon0) A+ (Grasa) 9
100g  \ 100g 100g

K] Proteinas Hidratos de carbono Grasa
( ) <17 + ( ) - 37

100\ 100g 100g

Ecuacion 5. Calculo de los KJ Y Kcal.
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Anadlisis toxicoldgico
Determinacion de multirresiduos de plaguicidas

Se realiza la determinacion de plaguicidas por la técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas con analizador triple cuadrupolo LC-MS/MS QQQ (Método QUEChERS).
El rango de aplicacidn se establece entre el limite de cuantificacién (0.01 mg/Kg).

Para la cuantificacion de plaguicidas se prepard dos disoluciones madre de cada uno de los
plaguicidas especificados a partir de materias activas certificadas comerciales codificadas por el
laboratorio, utilizando como disolvente acetonitrilo.

Se prepard un estandar interno (ISTD), Trifenil fosfato, a partir de su materia activa certificada
comercial, codificada también por el laboratorio, utilizando de igual modo acetonitrilo como
disolvente. A partir de este patrén madre, se prepara uno de concentracién 1 ppm, que serd el
gue se afada a cada una de las diluciones de la recta de calibrado, para tener una concentracién
constante de ISTD de 0.05 ppm en cada uno de los puntos de la recta.

A partir de dichas disoluciones madre se prepararan dos multipatrones en acetonitrilo, cuyos
analitos se encontraran a una concentracién de 1 ppm.

Con uno de los multipatrones se prepararan diluciones con matriz blanca extraida en
acetonitrilo, de donde obtendremos la recta de calibrado. Su preparacion se hara de acuerdo a
la siguiente tabla.

Tabla 3. Patrones de calibracién para la cuantificacidn de plaguicidas.3

Patrones de calibracion 1 2 3 4 5
Volumen patrén 1 ppm (uL) 50 100 250 500 1000
Volumen ISTD 1 ppm (uL) 500 500 500 500 500
Concentracion final (ppb) 5 10 25 50 100
Volumen final (mL) 10 10 10 10 10

El rango lineal de medida absoluto es de 0.005 a 0.1 mg/Kg. El segundo multipatron se utilizé
para la preparacién de patrones de verificacion y muestras fortificadas. Para asegurar que la
preparacion de un nuevo multipatrén es correcta, se procedio a la realizacién de tres medidas
del multipatrén antiguo y tres del nuevo a una concentracion igual a uno de los puntos de la
recta. Con las seis medidas obtenidas se calculd el coeficiente de variacion., que debe ser menor
o igual al 10% (para las materias activas que se degradan con facilidad se admite un 15%). Se
aceptd la linealidad de respuesta entre las concentraciones inyectadas siempre y cuando el
coeficiente de correlacion r’> 0.995.

Se calculé el factor de respuesta (FR) de cada punto de la funcidn, segln la siguiente expresion:

Aplaguicida/
AISTD

plaguicida/
CISTD

Ecuacion 6. Ecuacién del calculo del factor de respuesta.

FR=C
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A continuacidn, se calculé la media y coeficiente de variacidon de los factores de respuesta
obtenidos.

Tanto la recta de calibrado como el coeficiente de correlacién, r, los FR, media y coeficiente de
variacion de dichos factores de respuesta han sido calculados por el software del equipo, Agilent
Mass Hunter Workstation.

Las concentraciones de los plaguicidas en la muestra problema fueron calculadas introduciendo
la relacidon de areas entre la materia activa y el ISTD detectada en la muestra, en la recta de
calibrado. Este proceso lo realizé automaticamente el software del equipo, Agilent Mass Hunter
Workstation.

Se considerard como resultado positivo, todo aquel analito que después de identificarse y
confirmarse, el resultado obtenido al cuantificarse fuese >LQ (limite de cuantificacidn).

El resultado se dara con tres cifras significativas para valores iguales o superiores a 10 mg/Kg o
ppm y con dos cifras significativas para los inferiores a 10 mg/Kg o ppm.

Cuando los resultados estén por debajo del LQ apareceran como: <LQ.

EL sistema cromatogréfico liquido acoplado a espectrémetro de masas con analizador triple
cuadrupolo 6410B Agilent Technologies se compone de:

a) Sistema cromatografico con volumen de inyeccidon es 5 uL y el gas N, sera calidad 5.0,
Cromatdgrafo liquido Agilent Technologies 1200 Infinity Series desgasificador de vacio, sistema
de bombeo binario, automuestreador sistema de inyeccidn automatico y compartimento
termostatado de columna. Las condiciones de trabajo son:

Fase movil A: Acetonitrilo 0.1% Acido férmico; Fase mévil B: Agua 2mM Formiato Aménico y
0.1% Acido férmico; Flujo: 0.6 mL/min; Temperatura: 40 °C; Programa de inyeccién: 5 pl Muestra
+ 95ul Fase Movil (20% F.M. A + 80% F.M. B); Tiempo de andlisis: 17 minutos; Post-Time: 5
minutos; Columna: EC-C18, 3.0 x 100mm 2.7um, por ejemplo, del tipo Poroshell 120.

b) Espectrémetro de Masas con Analizador Triple Cuadrupolo Tipo de Scan:

Dynamic MRMDelta EMV: 400. Cycle Time: 500 ms.

Analisis microbiolégico

Determinacidn de Listeria monocytogenes

Para la determinacidn de Listeria mediante el equipo mini-VIDAS SLM, se tomaron 25 + 0.5
gramos de muestra, se cortaron en pequefias porciones y se diluyeron con 225 + 4.5 mililitros
de medio de cultivo Fraser (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia) en una bolsa estéril de
Stomacher (BagPage S 400, BagSystem, Interscience, St-Nom-la-Breteche, France), incubandolas
a 30 £ 1 °C durante 24 + 2 horas tras la homogeneizacién. Tras ello, se hizo un segundo
enriquecimiento inoculando 0,1 mL del caldo de pre-enriquecimiento en 10 mL de caldo Fraser,
incubando a 37  12C durante 24 horas. Transcurrido el periodo de incubacién, se homogeneizd
los tubos y se transfirid 1 mL de cada tubo a un solo tubo. A continuacidn, se calentd el tubo en
bafio maria (95-100 °C) durante 15 * 1 minutos. Tras enfriar el tubo, se mezclé el caldo y se
transfieren 0,5 mL al pocillo de la muestra del cartucho VIDAS (que contiene los

133



Anexo

inmunorreactivos), que para este patégeno es mini-VIDAS LMO (bioMérieux), completandose el
ensayo en 45 minutos. El rendimiento de fluorescencia en el equipo VIDAS indica la presencia
presuntiva de Listeria monocytogenes, confirmando los posibles positivos por cultivo, mediante
siembra en agar Palcam y Oxford (Oxoid, Cambridge, Reino Unido). Para su confirmacidn se
tomd al menos una colonia considerada como tipica o sospechosa presente en la placa
correspondiente a cada medio selectivo y luego, otras cuatro colonias si la primera es negativa.
A partir de las colonias tipicas aisladas, se tomd una colonia caracteristica y bien definida para
realizar la confirmacidon bioquimica empleando el kit de identificacidon de Listeria Microgen
Listeria ID o cualquier otro kit de identificacidn validado. El kit contiene las pruebas de hidrdlisis
de la esculina, fermentacién de aziucares y hemdlisis, permitiendo diferenciar Listeria
monocytogenes y el resto de las especies de Listeria. Se dara un resultado positivo para Listeria
monocytogenes en aquellas muestras que hayan dado resultado positivo en el equipo miniVIDAS
y den colonias tipicas en los medios selectivos, confirmadas mediante pruebas bioquimicas
incluidas en el Kit de identificacion. El resultado se expresara como Ausencia o Presencia de
Listeria monocytogenes.

Determinacion de Salmonella

Para la deteccion de Salmonella se utilizé el equipo mini-VIDAS (Biomérieux, Francia). Para ello,
se tomd 25 + 0.5 gramos de muestra y se cortd en pequefias porciones y se diluyd con 225 + 4.5
mililitros de agua de peptona tamponada en una bolsa estéril de Stomacher (BagPage S 400,
BagSystem, Interscience, St-Nom-la-Breteche, France), incubandolas a 37 + 1 °C durante 18 + 2
horas tras la homogeneizacidn. Tras ello, se transfirié 0.1 mL del caldo de pre-enriquecimiento
a 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis soja (Biomerieux, Francia), incubando a 41.5 + 1 °C
durante 6-8 horas. Paralelamente, se transfiere 1 mL de caldo de pre-enriquecimiento a 10 mL
de caldo Muller-Kauffmann (Biomerieux, Francia) con tetrationato y novobiocina (MKTTn),
incubando a 37 £ 1 °Cdurante 6-8 horas. Tras incubar los caldos de enriquecimiento, se transfirid
0.1 mL del caldo MKTTn a 10 mL de caldo M y 1 mL del caldo Rappaport Vassiliadis soja, RVS
(Biomerieux, Francia) a otros 10 mL del caldo M (Biomerieux, Francia). A continuacion, se volvié
a incubar los caldos MKTTn y RVS a sus respectivas temperaturas durante 16-20 horas.
Transcurrido el periodo de incubacién, se homogeneizé los tubos de caldo M y se transfiere 1
mL de cada tubo a un solo tubo. A continuacidn, se calienta el tubo en bafio maria (95-100 °C)
durante 15 + 1 minutos. Tras enfriar el tubo, se mezclé el caldo y se transfirid 0.5 mL al pocillo
de la muestra del cartucho mini-VIDAS SLM (que contiene los inmunorreactivos),
completdndose el ensayo en 45 minutos. El rendimiento de fluorescencia en el equipo VIDAS
indica la presencia presuntiva de Salmonella spp., confirmando los posibles positivos por cultivo,
mediante siembra en agar Hecktoen Enteric (Scharlau, Barcelona, Espafia) y XLD (Biokar,
Francia). Para su confirmacion se toma al menos una colonia considerada como tipica o
sospechosa presente en la placa correspondiente a cada medio selectivo y luego, otras cuatro
colonias si la primera es negativa. Se aisl6 las colonias seleccionadas en la superficie de las placas
de agar nutritivo (PCA), de manera que se obtengan colonias bien aisladas. Las placas sembradas
se incubaron a 37 £ 1 °C durante 24 h £ 3 h. A partir de las colonias en agar nutritivo, se realizé
la confirmacién bioquimica empleando un Kit comercial de incubaciéon de Enterobacterias
(Biokar, Francia). Se da un resultado positivo para Salmonella en aquellas muestras que hayan
dado resultado positivo en el equipo miniVIDAS y den colonias tipicas en los medios selectivos,
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confirmadas mediante pruebas bioquimicas incluidas en el Kit de identificaciéon. El resultado se
expresa como Ausencia o Presencia de Salmonella.

Determinacion de Escherichia Coli

Para la determinacion de E. coli, en condiciones estériles, se pesaron aproximadamente 10 g de
cada muestra en una bolsa de plastico especial para homogeneizadores, afiadiendo 90 mL de
agua de peptona (Biorad, Francia), obteniendo asi una dilucion 1/10. Ambas operaciones se
realizaron en un equipo de alta precisién, que permite la pesada de la muestra y el calculo
automatico de la cantidad de diluyente necesaria para obtener la dilucion deseada (Delta
dilutor, Espafia) y a continuacién se introdujo la bolsa en un homogeneizador (Stomacker,
Espafia) durante 30 segundos. A partir de la primera dilucidn (dilucion madre), se tomé 1 mL de
ésta y se paso a un tubo con 9 mL de agua de peptona (dilucién 1/100). Tras esta operacidn, se
procedid a la siembra en placa Petri por duplicado, depositando 1 mL en cada una de ellas y
entre 15-20 mL aproximadamente de agar cromogénico Rapid E. coli 2™ (Biorad, Francia),
licuado y atemperado en cada placa. El PCA contiene 5 g/L de peptona de caseina, 2.5 g/L de
extracto de levadura, 1.0 g/L D (+) glucosa y 14 g/L de agar-agar. Tras ello, se mezclaron en la
placa el medio y el indculo, con movimientos circulares a favor y en contra de las agujas del reloj,
evitando que el medio de cultivo impregne la tapa, manteniendo las placas en superficie
horizontal hasta que se solidifique el agar completamente. Una vez solidificado el agar, se
invirtio las placas y se introdujeron en la estufa evitando que se apilen en exceso, incubando a
37 °C durante 48 horas.

Tras el periodo de incubacidén, se cuentan las placas que presentan entre 30 y 300 colonias
aisladas. Las colonias de E. coli presentardn una coloracién azul y las de Coliformes mostraran
una coloracién rosada. A continuacion, se halla la media y se multiplica por el factor de la
dilucion de la placa elegida, expresando los resultados en unidades formadoras de colonias por
gramo.
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7.3. Anexo lll. Caracterizacion detallada de productos
Caracterizacidn de subproductos alimentarios

Subproducto de limén

Imagen 1. Subproducto de limén de variedad Fino.
Tabla 2. Caracterizacién del subproducto de limdn variedad Fino. Los valores de determinacién
de los compuestos de interés corresponden a la media + desviacidn estandar de los andlisis
realizados por triplicado.

Determinacion de los compuestos de interés (g/kg)

Hesperidina 3.37+£0.02
Limonina 0.13+0.03
Vitamina C 0.65+0.03
Determinacion del andlisis nutricional (g/100g)

Fibra alimentaria 8.1+0.1
Humedad 83.8+0.8
Grasa 0.4+0.0
Proteinas 0.9+0.0
Valor energético, kcal/100g 48 +2
Hidratos de carbono 6.2+0.2
Valor energético, kJ/100g 200+ 6
Cloruro sédico <LQ
Cenizas totales 0.6 £0.0
Azucares totales 3.5+0.0
Acidos grasos saturados 0.1+0.0

Determinacion toxicoldgica (mg/kg)
Plaguicidas <LQ
Determinacién microbioldgica

Escherichia coli f8 glucuronidasa + (24 horas), ufc/g <LQ
Listeria monocytogenes, /25g No detectado
Salmonella, /25g No detectado
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Subproducto de alcachofa

Imagen 2. Subproducto de alcachofa de variedad Blanca de Tudela.
Tabla 3. Caracterizacion del subproducto de alcachofa variedad Blanca de Tudela. Los valores
corresponden a la media + desviacidn estandar de los analisis realizados por triplicado.

Determinacion de compuestos de interés (g/kg)

Acido clorogénico 0.07 +0.01
Cinarina 0.02 +0.01
Acido cafeico 0.003 + 0.001
Vitamina C <La

Determinacidn del andlisis nutricional (g/100g)

Fibra alimentaria 8.1+0.1
Humedad 87.0+0.9
Grasa 0.2+0.0
Proteinas 2.2+0.1
Valor energético, kcal/100g 33+2
Hidratos de carbono 1.6+0.1
Valor energético, kJ/100g 1374
Cloruro sédico 0.1+0.0
Cenizas totales 0.9+0.0
Azucares totales 1.0+0.0
Acidos grasos saturados <LQ

Determinacion toxicoldgica (mg/kg)

Plaguicidas Presencia

Acetamiprid 0.068 + 0.005
Azoxistobina 0.040 + 0.004
Cipermetrina 0.023 +0.008
Difenoconazol 0.010 + 0.009
Indoxacarbo 0.012 £ 0.003
Tau-fluvalinato 0.014 +0.003
Tetraconazol 0.016 + 0.005

Determinacion microbioldgica

Escherichia coli f8 glucuronidasa + (24 horas), ufc/g <LQ
Listeria monocytogenes, /25g No detectado
Salmonella, /25g No detectado
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Subproducto de granada

Imagen 3. Subproducto de granada de variedad Mollar.
Tabla 4. Caracterizacion del subproducto de granada variedad Mollar. Los valores
corresponden a la media + desviacién estandar de los analisis realizados por triplicado.

Determinacion de compuestos de interés (g/kg)

Punicalagina

28.78 £0.04

Acido elagico

7.19 £0.02

Determinacion del andlisis nutricional (g/100g)

Fibra alimentaria
Humedad

Grasa

Proteinas

Valor energético, kcal/100g
Hidratos de carbono
Valor energético, kJ/100g
Cloruro sédico

Cenizas totales

Azucares totales

Acidos grasos saturados

12.4+0.1
65.3+0.7
0.2+0.0
1.5+0.0
111+6
19.5+0.8
464 + 14
0.1+0.0
1.1+0.0
12.0+0.2
<LQ

Determinacion toxicoldgica (mg/kg)

Plaguicidas
Imazalil
Pirimetanil
Piriproxifen
Spirotetramat

Presencia
9.30£0.05
0.35+0.01
0.36+0.02
0.11+0.01

Determinacidn microbioldgica

Escherichia coli f8 glucuronidasa + (24 horas), ufc/g
Listeria monocytogenes, /25g
Salmonella, /25g

<LQ
No detectado
No detectado
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Caracterizacion de los extractos de limdn

Tabla 5. Caracterizacion extractos acuosos finales obtenidos del subproducto de limén con
diferentes técnicas extractivas. Los valores corresponden a la media + desviacién estdndar de
tres réplicas.

Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion agua
acuosa enzimatica ultrasonidos subcritica
(EAT) (EE) (EUS) (EAS)

(P

4
Determinacion de compuestos de interés (g/kg)

Polifenoles totales, g 4cido

L 23.94+£0.25 59.61+0.43 22.82+0.24 106.08 £ 0.75
gélico/kg
Neoeriocitrina 19.39 £ 0.05 19.09 + 0.04 19.15+0.12 29.23£0.07
Hesperidina 14.68 £ 0.16 17.69+£0.19 9.38 £ 0.09 1.70 £ 0.06
Vicenina-2 3.48 £ 0.07 6.21+0.04 4.57 £0.06 6.91 £ 0.05
Crisoeriol 6,8-DI-C-glucésido 2.13+£0.05 3.03+0.04 2.44 £ 0.06 4.16 £0.05
Acido nomilinico 1.22+£0.03 12.05 +0.04 1.38 £ 0.05 6.52+0.05
Luteolina-neohesperidosidasa 1.68 £ 0.04 3.37+0.03 1.26 £ 0.05 4.18 +0.03
Narirutina 1.17 £0.05 2.46 £0.09 1.34+0.04 3.74 £ 0.06
Limonina 2.13+0.03 1.71+£0.03 2.23+0.04 0.54 +0.03
Vitamina C 2.90 £ 0.06 <LQ 0.09 £0.02 <LQ
Diosmetina 8-C-glucésido 0.82£0.04 2.73+0.03 0.79+0.04 2.13+0.05

Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 28.45 +0.09 60.66 £ 0.15 32.12£0.08 163.92 £+ 0.85
Determinacidn del andlisis nutricional (g/100g)
Fibra alimentaria 20.1+0.2 32.0+£0.3 129+0.1 53z+0.1
Humedad 21.9+0.2 1.4+£0.0 10.5+0.1 42+0.0
Grasa 0.8+0.0 0.4+0.0 0.6+0.0 0.1+0.0
Proteinas 4.4+0.1 7.0+0.2 11.1+0.3 13.4+04
Valor energético, kcal/100g 304 +15 307 +15 317 +16 354 +18
Hidratos de carbono 69.8+2.7 529+2.1 60.3+2.4 74.8+2.9
Valor energético, kJ/100g 1291+39 1289 + 38 1339+ 40 1503 +45
Cloruro sédico 0.28+0.0 0.46 £+ 0.0 0.51+0.0 0.66 + 0.0
Cenizas totales 3.1+0.0 6.3+0.1 46+0.1 7.5+0.2
Azucares totales 31.0+£0.6 8.2+0.2 42.1+0.8 2.8+0.0
Acidos grasos saturados 0.2+0.0 <LQ <LQ <LQ
Determinacion toxicoldgica (mg/kg)
Plaguicidas <LQ Presencia Presencia <LQ
Dodina <LQ 0.063 +0.002 <LQ <LQ
Imazalil <LQ <LQ 0.016 +£ 0.001 <LQ
Pirimetanil <LQ <LQ 0.022 £ 0.002 <LQ
Determinacion microbioldgica
Escherichia coli B
glucuronidasa + (24 horas), <LQ <LQ <LQ <LQ
ufc/g
Listeria monocytogenes, /25g No detectado No detectado No detectado No detectado
Salmonella, /25g No detectado No detectado No detectado No detectado
Rendimiento (% respecto el peso de materia prima inicial)

Rendimiento 2.1+0.2 5.1+0.1 43103 1.7+0.2
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Caracterizacion de los extractos de alcachofa

Tabla 6. Caracterizacion extractos sdlidos finales obtenidos del subproducto de alcachofa
mediante las diferentes técnicas extractivas. Los valores corresponden a la media £ desviacion
estdndar de tres réplicas.

Extraccion
acuosa
(EAT)

Extraccion
enzimatica
(EE)

Extraccion
ultrasonidos

Extraccién agua

subcritica

(EUS)

(EAS)

Determinacién de compuestos de interés (g/kg)

Polifenoles totales, g acido

L 70.59+£0.19 77.92+0.22 25.76 £0.34 42.58 +0.28
galico/kg
Acido clorogénico 32.88+0.23 28.46 £0.14 0.47 £0.02 0.29+0.04
Cinarina 6.93 £ 0.07 12.02+0.06 0.08 £ 0.01 0.09+£0.01
Acido cafeico 0.55+0.03 1.43 £0.05 1.09 £ 0.09 <LQ
Vitamina C 0.47 £0.04 1.36 £ 0.09 <LQ <LQ

Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 92.84+£0.51 118.71 +0.63 41.16 £ 0.39 69.14 £ 0.46
Determinacion del andlisis nutricional (g/100g)
Fibra alimentaria 48.8+0.5 24.4+0.2 15.8£0.16 16.5+0.17
Humedad 3.4+0.0 42+0.0 4.0+0.0 5.1+0.0
Grasa 0.4+0.0 0.4+0.0 0.7+0.0 0.3+0.0
Proteinas 15.7+0.5 15.5+0.5 21.7+0.7 122+0.4
Valor energético, kcal/100g 238 +12 285+ 14 302 +15 259+13
Hidratos de carbono 18.4+0.7 42.6+1.7 442+1.8 43.7+1.7
Valor energético, kJ/100g 985 + 30 1198 + 36 1273 + 38 1093 +33
Cloruro sédico 23+0.1 25+0.1 2.1+0.1 23+0.1
Cenizas totales 13.3+0.3 129+0.2 13.6+0.3 22.2+04
Azlcares totales 17.3+2.0 15.4+2.0 17.1+2.0 <LQ
Acidos grasos saturados <LQ <LQ 0.2+0.0 <LQ
Determinacion toxicoldgica (mg/kg)
Plaguicidas Presencia Presencia Presencia Presencia
2-fenilfenol <LQ <LQ 0.011 £ 0.002 <LQ
Acetamiprid 0.200 +0.034 0.240 £ 0.036 0.120 £ 0.036 0.150 £ 0.025
Azoxistrobina 0.030 + 0.005 0.053 +0.015 <LQ <LQ
Cipermetrina 0.089 +0.009 0.016 + 0.003 0.048 + 0.007 0.030 +0.009
Deltametrin 0.027 £ 0.004 0.011 +0.002 0.015 £ 0.003 <LQ
Difenoconazol 0.017 £ 0.003 0.025 + 0.006 <LQ <LQ
Fluxapirosad 0.070 £ 0.012 0.096 +0.011 0.023 + 0.005 0.080 +0.011
Imazalil 0.058 +0.009 0.110+0.023 <LQ <LQ
Imidacloprid 0.026 + 0.005 0.042 + 0.006 0.014 +0.002 <LQ
Indoxacarbo 0.042 +0.006 0.011 £ 0.003 0.042 +0.006 0.030 + 0.005
Lambda-cihalotrina 0.033 £ 0.005 <LQ 0.014 £ 0.002 <LQ
Metalaxilo <LQ 0.015 + 0.003 <LQ <LQ
Miclobutanil 0.042 +0.06 0.053 +0.0015 0.036 £ 0.005 0.040 £ 0.005
Tau-fluvalinato 0.054 +£0.012 0.023 £ 0.004 0.042 £ 0.006 <LQ
Tetraconazol 0.140 £ 0.025 0.110 £ 0.024 0.190 £ 0.021 0.090 £ 0.012
Determinacién microbioldgica

Escherichia coli B
glucuronidasa + (24 horas), <LQ <LQ <LQ <LQ

ufc/g
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Listeria monocytogenes, /25g No detectado No detectado No detectado No detectado

Salmonella, /25g No detectado No detectado No detectado No detectado
Rendimiento (% respecto el peso de materia prima inicial)

Rendimiento 3.6+0.2 49+0.7 2.8+0.3 3.2+0.5
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Caracterizacidn de los extractos de granada

Tabla 7. Caracterizacion extractos sélidos finales obtenidos del subproducto de granada con

diferentes técnicas extractivas. Los valores corresponden a la media + desviacién estdndar de

tres réplicas.

Extraccion Extraccion Extraccion
acuosa enzimatica ultrasonidos

Extraccion agua

subcritica
(EAS)

(EAT) (EE) (EUS)

.

Determinacion de compuestos de interés (g/kg)

Polifenoles totales, g acido

. 196.24 +1.54 218.33+1.48 231.67 £1.95 159.56 + 0.87
galico/kg
Punicalagina 151.43+1.02 163.26 £+ 0.83 174.09 £ 2.12 78.53+£0.53
Acido elagico 8.58 +0.05 19.53+0,11 19.07 +0.21 17.44 £ 0.15
Punicalina 5.56 +0.02 3.86 £0.03 9.57+£0.10 5.05+0.09
Pedunculagina 1.22+0.04 1.22 +£0.05 7.39+0.15 1.96 £ 0.06
Elagitanina 1.13+£0.09 0.89 £ 0.02 7.62 £0.09 1.20+0.17

Capacidad antioxidante (g trolox/ kg extracto seco)
ABTS 584.62 +3.89 684.9+4.13 724.31+4.06 615.78 +4.61
Determinacion del anélisis nutricional (g/100g)
Fibra alimentaria 8.3+0.1 16.4+0.2 10.2+0.1 12.2+0.1
Humedad 5.0+0.0 44+0.0 3.9+0.0 7.5%0.1
Grasa 2.2+0.0 1.6+£0.0 1.4+0.0 1.3+0.0
Proteinas 5.2+0.2 20+0.1 19+0.1 46+0.1
Valor energético, kcal/100g 357 +18 341 +17 352+18 335+17
Hidratos de carbono 749+3.0 71.5+2.8 779+3.1 70.1+2.8
Valor energético, kJ/100g 1510 £+ 45 1440 £ 43 1490 + 44 1416 £ 42
Cloruro sédico 0.2+0.0 0.27+0.0 0.16 £ 0.0 0.35+0.0
Cenizas totales 44+0.1 41+0.1 4.7+0.1 43+0.1
Azlcares totales 47.8+0.9 45.6 £ 0.9 55.8+1.1 46.0+0.9
Acidos grasos saturados 0.2+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 <LQ
Determinacion toxicoldgica (mg/kg)
Plaguicidas <LQ Presencia Presencia Presencia
Fludioxonil <LQ 0.058 + 0.006 0.036 £ 0.005 <LQ
Spirotetramat <LQ 0.031 +0.004 0.062 + 0.008 0.21 +0.003
Determinacién microbioldgica
Escherichia coli 8 glucuronidasa
<LQ <LQ <LQ <LQ

+ (24 horas), ufc/g

Listeria monocytogenes, /25g No detectado No detectado No detectado

No detectado

Salmonella, /25g No detectado No detectado No detectado No detectado
Rendimiento (% respecto el peso de materia prima inicial)
Rendimiento 5.1+0.3 5.9+0.3 6.4+0.2 4.7+0.5
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