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RESUMEN

RESUMEN

Los compuestos antioxidantes son sustancias que protegen a los productos de reacciones
de degradacion que pueden afectar a sus propiedades. Asi, la industria alimentaria utiliza
aditivos antioxidantes para aumentar la vida util de los productos y evitar cambios en su sabor,
color y textura que pueden afectar a la seguridad del consumidor. Los antioxidantes acttan
inhibiendo la formacion de radicales libres involucrados en procesos de estrés oxidativo por lo
que se utilizan también en la industria cosmética como agentes fotoprotectores y preventivos
del envejecimiento celular. El estrés oxidativo esta relacionado con numerosas enfermedades,
lo que justifica su interés para la industria farmaceutica.

En la actualidad, existe una marcada tendencia hacia el consumo de sustancias naturales lo
que, unido a la percepcion de inseguridad que el consumidor tiene del uso de aditivos sintéticos,
esta incentivando la busqueda de compuestos antioxidantes de origen natural como alternativa
a los sintéticos.

Las investigaciones estan siendo dirigidas hacia la obtencion de antioxidantes naturales a
partir de materiales vegetales, especialmente de aquellos mas econémicos como son los
residuos lignocelulésicos generados en la industria alimentaria, agricola o forestal. Estos
materiales contienen compuestos de tipo fendlico con demostradas propiedades antioxidantes
y antimicrobianas.

En esta tesis doctoral se planted la separacion de compuestos antioxidantes de alto valor
afiadido a partir de residuos generados durante el procesado de la castafia (erizo y cascara de
castafia), de la nuez (pericarpio de la nuez y hojas de nogal) y de la avellana (involucro de
avellana), residuos de la industria maderera (restos del cizallado de la preparacién de chapas de
eucalipto) y de la industria forestal (madera de acacia y biomasa forestal). Muchos de estos
residuos estan en la actualidad infrautilizados o destinados a la produccion de energia y su
valorizacion contribuiria al desarrollo de la economia circular.

Respecto a los residuos del procesado de la castafia (Castanea sativa), se comenzé por un
estudio preliminar de las condiciones de extraccion del erizo para analizar el efecto del
disolvente sobre el rendimiento de extraccion y las propiedades de los extractos (contenido en
fenoles totales (TFC) y capacidad antioxidante segun los métodos FRAP, DPPH y ABTS). Los
disolventes empleados fueron acetona, etanol, metanol y agua. Los mejores resultados de
rendimiento y propiedades de los extractos se obtuvieron en la extraccion con agua a 90°C
durante 1 h, seguida por las extracciones Soxhlet con metanol y etanol durante 15 h.

En base a los resultados obtenidos, se planificé un disefio experimental Box-Behnken y se
aplico la metodologia de superficie de respuesta para determinar las condiciones optimas de la
extraccion del erizo de castafia empleando disoluciones acuosas de etanol y metanol. Se analiz
la influencia de la temperatura (25-50-75°C), tiempo (30-75-120 min) y concentracion de
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disolvente (50-70-90%, v/v) sobre el rendimiento de extraccion y propiedades de los extractos,
resultando ser la temperatura y la concentracion los factores mas influyentes. Las condiciones
Optimas seleccionadas fueron 75°C de temperatura, 50% de concentracion de disolvente y
tiempo de 75 min en las extracciones metanolicas y 30 min en las etandlicas. En estas
condiciones, los rendimientos de extraccion fueron similares para ambos disolventes (18,95%
para las extracciones metandlicas y 17,95% para las etanolicas), aunque las propiedades de los
extractos resultaron superiores en las metanolicas (TFC de 36,32 g equivalentes en &cido gélico
(GAE)/100 g extracto; capacidad antioxidante FRAP de 2361 nmol equivalentes en &cido
ascorbico (AAE)/mg extracto; DPPH de 3,24 mmol equivalentes en Trolox (TRE)/g extracto y
ABTS de 3,58 mmol TRE/g extracto) respecto a las etandlicas (TFC de 26,11 g GAE/100 g
extracto; capacidad antioxidante FRAP de 1547 nmol AAE/mg extracto; DPPH de 2,43 mmol
TRE/g extracto y ABTS de 2,95 mmol TRE/g extracto).

En la siguiente etapa se realizd un estudio comparativo entre los extractos de erizo y cascara
de castafia obtenidos bajo las mismas condiciones. Las extracciones se realizaron a 25, 50 y
75°C con disoluciones acuosas de etanol y metanol a la concentracion que resulté 6ptima en el
disefio experimental previamente realizado (50%) y con agua, que fue el disolvente que mejores
resultados proporciono en el estudio preliminar. Los rendimientos de extraccion resultaron mas
elevados para el erizo (8,54-19,58%) que para la cascara (2,91-13,27%) mientras que las
propiedades antioxidantes resultaron superiores en los extractos de la cascara, seleccionandose
como 6ptima la extraccion con agua a 75°C (TFC de 56,23 g GAE/100 g extracto; capacidad
antioxidante FRAP de 3891 nmol AAE/mg extracto; DPPH de 5,84 mmol TRE/g extracto y
ABTS de 4,88 mmol TRE/g extracto). Los extractos de erizo con mejores propiedades
antioxidantes se obtuvieron con metanol al 50% a 75°C, aunque al obtenerse resultados
similares con etanol al 50%, se decidid priorizar su uso al ser un disolvente catalogado como
GRAS, es decir, seguro para su aplicacion en alimentos. Los extractos acuosos de ambos
materiales demostraron capacidad para inhibir el radical 6xido nitrico superior a la del
antioxidante sintético BHA. La cinética del proceso de extraccion se ajusto al modelo de Peleg.
El uso de la extraccion asistida por microondas mejord ligeramente las propiedades de los
extractos de erizo de castafia, aunque no los de la cascara; sin embargo, esta tecnologia no
convencional supuso una ventaja al reducir el tiempo de extraccién de entre 60 y 120 min a 15
min.

Respecto a los residuos de chapas de eucalipto (Eucalyptus globulus), en una primera etapa
se analizo el efecto de la temperatura (50-75°C), disolvente (agua, metanol, etanol, metanol al
50% y etanol al 50%) y tamafio de particula (chapas molidas o sin moler) sobre el rendimiento
y las propiedades de los extractos obtenidos en maceracion con disolventes. El aumento de la
temperatura y la reduccion del tamafio de particula increment6 el rendimiento de la extraccién,
pero no mejoro las propiedades de los extractos. La extraccion con etanol a 50°C condujo a las
mejores propiedades de los extractos (TFC de 85,71 g GAE/100 g extracto; capacidad
antioxidante FRAP de 7787 nmol AAE/mg extracto; DPPH de 9,67 mmol TRE/g extracto y
ABTS de 5,94 mmol TRE/g extracto).

En una segunda etapa se aplico un disefio factorial Box-Behnken empleando la extraccion
asistida por microondas para analizar la influencia de la temperatura (50-60-70°C), la relacion
solido/liquido (1/5, 1/7,5 y 1/10 g/ml) y el tiempo (5-10-15 min). Las condiciones Optimas
seleccionadas fueron 65°C de temperatura, relacion solido/liquido 1/8,8 g/ml y tiempo de 10
min. El tiempo resulto ser la variable menos significativa sobre las propiedades de los extractos,
mientras que la relacién solido/liquido no afect6 al rendimiento de extraccion. Las propiedades
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de los extractos no mejoraron respecto a las obtenidas en la extraccion convencional; sin
embargo, la extraccion asistida por microondas redujo el tiempo de extraccion de 90 a 10 min
y el volumen de disolvente.

Respecto a los residuos del nogal, en la extraccidn de pericarpio de nuez (Juglans regia L.)
se estudio la influencia del disolvente (agua, metanol, etanol, metanol al 50% y etanol al 50%)
obteniéndose los mejores resultados, tanto de rendimiento de extraccién como de propiedades
de los extractos, en las extracciones con agua a ebullicion (rendimiento de 44,11%, TFC de
4,04 g GAE/100 g extracto y actividad antioxidante DPPH de 0,22 mmol TRE/g extracto). Para
las hojas de nogal (Juglans major 209 x Juglans regia), tras establecer como 6ptima una
relacion solido/liquido de 1/10 g/ml, se analizo el efecto de la temperatura (25-50-75°C), el
tiempo (30-75-120 min) y la concentracion de etanol (10-50-90%, v/v) sobre el rendimiento y
propiedades de los extractos mediante un disefio factorial Box-Behnken. Las variables mas
significativas resultaron ser la temperatura y la concentracion de disolvente, y las condiciones
de extraccion seleccionadas como Optimas fueron 75°C de temperatura, 120 min y
concentracion de etanol del 50%. En estas condiciones, el rendimiento de extraccion fue del
30,21%, el contenido en fenoles totales de 24,72 g GAE/100 g extracto, la capacidad
antioxidante FRAP de 1529 nmol AAE/mg extracto, la capacidad de inhibicion DPPH de 1,40
mmol TRE/g extracto y ABTS de 1,25 mmol TRE/g extracto.

Se analiz6 también el efecto del disolvente (agua, metanol, etanol, metanol al 50% y etanol
al 50%) sobre el rendimiento y las propiedades de extractos de involucro de avellana (Corylus
avellana), madera de acacia (Acacia dealbata) y biomasa forestal (fracciones de Eucalyptus
globulus y Pinus pinaster) obtenidos a 50°C y 90 min. Para el involucro de avellana, los mejores
resultados de rendimiento (21,41%) y propiedades de los extractos se obtuvieron con etanol al
50% (TFC de 13,43 g GAE/100 g extracto; capacidad antioxidante FRAP de 961 nmol AAE/mg
extracto; DPPH de 1,05 mmol TRE/g extracto y ABTS de 1,70 mmol TRE/g extracto). Para la
madera de acacia, el mayor rendimiento (16,33%) se obtuvo con etanol al 50%; no obstante,
los extractos con mayor capacidad antioxidante fueron los obtenidos con etanol (TFC de 27,86
g GAE/100 g extracto; capacidad antioxidante FRAP de 1889 nmol AAE/mg extracto; DPPH
de 1,67 mmol TRE/g extracto y ABTS de 3,02 mmol TRE/g extracto). Para la biomasa forestal,
las mayores propiedades antioxidantes se obtuvieron con metanol al 50% (TFC de 25,70 g
GAE/100 g extracto; capacidad antioxidante FRAP de 1496 nmol AAE/mg extracto; DPPH de
2,23 mmol TRE/g extracto y ABTS de 2,96 mmol TRE/g extracto). No se encontraron
diferencias significativas entre los rendimientos obtenidos con etanol, metanol y sus
disoluciones acuosas (10,23-11,88%).

Se confirmoé la capacidad antimicrobiana de los extractos acuosos de cascara y erizo de
castafia, de chapas de eucalipto y de pericarpio de nuez al ser capaces de inhibir el crecimiento
de bacterias Gram +. Los extractos de erizo, cascara y chapa de eucalipto también fueron
capaces de inhibir bacterias Gram —, aungue solo estos ultimos, que presentaron la mayor
capacidad antioxidante, resultaron eficaces ante el crecimiento de levaduras.

En una dltima etapa del trabajo, se determino el perfil fenolico de los extractos obtenidos
confirmandose la presencia de compuestos con demostrada capacidad antioxidante. Los acidos
elagico y galico fueron los mayoritarios en los extractos de erizo y cascara de castafia, asi como
en los de chapa de eucalipto. En los extractos de hoja de nogal, los compuestos mayoritarios
fueron la quercetina 3-pB-D-glucédsido y los acidos neoclorogénico, clorogénico y galico.

Xl
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Por tanto, ademas de las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de los extractos
previamente analizadas, la presencia en los mismos de compuestos fenolicos bioactivos
confirmé el potencial de los extractos para su aplicacion en formulacién de antioxidantes para
la industria y el interés en el aprovechamiento de los residuos lignoceluldsicos de los que
proceden para este fin.

Xl
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RESUMO

Os compostos antioxidantes son substancias que protexen aos produtos de reaccions de
degradacidn que poden afectar as stas propiedades. Asi, a industria alimentaria utiliza aditivos
antioxidantes para aumentar a vida Util dos produtos e evitar cambios no seu sabor, cor e textura
que poden afectar & seguridade do consumidor. Os antioxidantes acttan inhibindo a formacion
de radicais libres involucrados en procesos de estrés oxidativo, polo que se utilizan tamén na
industria cosmética como axentes fotoprotectores e preventivos do envellecemento celular. O
estrés oxidativo esta relacionado con numerosas enfermidades o que xustifica o seu interese
para a industria farmacéutica.

Na actualidade, existe unha marcada tendencia cara ao consumo de substancias naturais o
que unido & percepcion de inseguridade que o consumidor ten do uso de aditivos sintéticos, esta
a incentivar a procura de compostos antioxidantes de orixe natural como alternativa aos
sintéticos.

As investigacions estan a ser dirixidas cara & obtencion de antioxidantes naturais a partir
de materiais vexetais, especialmente daqueles mais econémicos como son 0s residuos
lignocelul6sicos xerados na industria alimentaria, agricola ou forestal. Estes materiais contefien
compostos de tipo fendlico con demostradas propiedades antioxidantes e antimicrobianas.

Nesta tese doutoral proponse a obtencion de compostos antioxidantes de alto valor
engadido a partir de residuos xerados durante o0 procesado da castafia (ourizo e casca de
castafia), da noz (pericarpo da noz e follas de nogueira) e da abela (involucro de abeld), residuos
daindustria madeireira (restos do cizallado da preparacion de chapas de eucalipto) e da industria
forestal (madeira de acacia e biomasa forestal). Moitos destes residuos estan na actualidade
infrautilizados ou destinados & producién de enerxia e a stGa valorizacion contribuiria ao
desenvolvemento da economia circular.

Respecto aos residuos do procesado da castafia (Castanea sativa), comezouse por un estudo
preliminar das condicions de extraccion do ourizo para analizar o efecto do disolvente sobre o
rendemento de extraccion e as propiedades dos extractos (contido en fenois totais (TFC) e
capacidade antioxidante segundo os métodos FRAP, DPPH e ABTS). Os disolventes
empregados foron acetona, etanol, metanol e auga. Os mellores resultados de rendemento e
propiedades dos extractos obtivéronse na extraccion con auga a 90° C durante 1 h, seguida polas
extraccions Soxhlet con metanol e etanol durante 15 h.

En base aos resultados obtidos, planificouse un desefio experimental Box-Behnken e
aplicouse a metodoloxia de superficie de resposta para determinar as condicions dptimas da
extraccion do ourizo de castafia empregando disolucions acuosas de etanol e metanol.
Analizouse a influencia da temperatura (25-50-75° C), tempo (30-75-120 min) e concentracion
de disolvente (50-70-90%, v/v) sobre o rendemento de extraccion e propiedades dos extractos,
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resultando a temperatura e a concentracion os factores mais influentes. As condicidns 6ptimas
seleccionadas foron 75°C de temperatura, 50% de concentracion de disolvente e tempo de 75
min nas extraccions metandlicas e 30 min nas etandlicas. Nestas condicidns, os rendementos
de extraccion foron similares para ambos os disolventes (18,95% para as extraccions
metandlicas e 17,95% para as etanolicas), ainda que as propiedades dos extractos resultaron
superiores nas metandlicas (TFC de 36,32 g equivalentes en acido galico (GAE)/100 g extracto;
capacidade antioxidante FRAP de 2361 nmol equivalentes en acido ascérbico (AAE)/mg
extracto; DPPH de 3,24 mmol equivalentes en Trolox (TRE)/g extracto e ABTS de 3,58 mmol
TRE/g extracto) con relacién as etandlicas (TFC de 26,11 g GAE/100 g extracto; capacidade
antioxidante FRAP de 1547 nmol AAE/mg extracto; DPPH de 2,43 mmol TRE/g extracto e
ABTS de 2,95 mmol TRE/g extracto).

Na seguinte etapa realizouse un estudo comparativo entre 0s extractos de ourizo e casca de
castafia obtidos baixo as mesmas condicions. As extraccions realizaronse a 25, 50 e 75°C con
disolucions acuosas de etanol e metanol & concentracion que resultou 6ptima no desefio
experimental previamente realizado (50%) e con auga, que foi o disolvente que mellores
resultados proporcionou no estudo preliminar. Os rendementos de extraccion resultaron mais
elevados para o ourizo (8,54-19,58%) que para a casca (2,91-13,27%), mentres que as
propiedades antioxidantes resultaron superiores nos extractos da casca, seleccionandose como
Optima a extraccion con auga a 75°C (TFC de 56,23 g GAE/100g extracto; capacidade
antioxidante FRAP de 3891 nmol AAE/mg extracto; DPPH de 5,84 mmol TRE/g extracto e
ABTS de 4,88 mmol TRE/g extracto). Os extractos de ourizo con mellores propiedades
antioxidantes obtivéronse con metanol ao 50% a 75°C, ainda que ao obterse resultados similares
con etanol ao 50% decidiuse priorizar 0 seu uso ao ser un disolvente catalogado como GRAS,
é dicir, seguro para a sla aplicacion en alimentos. Os extractos acuosos de ambos materiais
demostraron capacidade para inhibir o radical 6xido nitrico superior & do antioxidante sintético
BHA. A cinética do proceso de extraccion axustouse ao modelo de Peleg. O uso da extraccién
asistida por microondas mellorou lixeiramente as propiedades dos extractos de ourizo de
castafia, ainda que non os da casca; con todo, esta tecnoloxia non convencional supuxo unha
vantaxe ao reducir o tempo de extraccion de entre 60 e 120 min a 15 min.

Respecto aos residuos de chapas de eucalipto (Eucalyptus globulus), nunha primeira etapa
analizouse o efecto da temperatura (50-75° C), disolvente (auga, metanol, etanol, metanol ao
50% e etanol ao 50%) e tamafio de particula (chapas moidas ou sen moer) sobre o rendemento
e as propiedades dos extractos obtidos na maceracion con disolventes. O aumento da
temperatura e a reducion do tamafio de particula incrementou o rendemento da extraccion, pero
non mellorou as propiedades dos extractos. A extraccion con etanol a 50°C conduciu s mellores
propiedades dos extractos (TFC de 85,71 g GAE/100 g extracto; capacidade antioxidante FRAP
de 7787 nmol AAE/mg extracto; DPPH de 9,67 mmol TRE/g extracto e ABTS de 5,94 mmol
TRE/g extracto).

Nunha segunda etapa aplicouse un desefio factorial Box-Behnken empregando a extraccion
asistida por microondas para analizar a influencia da temperatura (50-60-70° C), a relacion
solido/liquido (1/5, 1/7,5 e 1/10 g/ml) e o tempo (5-10-15 min). As condicions optimas
seleccionadas foron 65°C de temperatura, relacion solido/liquido 1/8,8 g/ml e tempo de 10 min.
O tempo resultou ser a variable menos significativa sobre as propiedades dos extractos, mentres
que a relacion soélido/liquido non afectou o rendemento de extraccion. As propiedades dos
extractos non melloraron con relacion &s obtidas na extraccion convencional; con todo, a
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extraccion asistida por microondas reduciu o tempo de extraccion de 90 a 10 min e o volume
de disolvente.

Respecto aos residuos da nogueira, na extraccion de pericarpo de noz (Juglans regia L.)
estudouse a influencia do disolvente (auga, metanol, etanol, metanol ao 50% e etanol ao 50%)
obténdose os mellores resultados, tanto de rendemento de extraccion como de propiedades dos
extractos, nas extracciéns con auga a ebulicion (rendemento de 44,11%, TFC de 4,04 g
GAE/100 g extracto e actividade antioxidante DPPH de 0,22 mmol TRE/g extracto). Para as
follas de nogueira (Juglans major 209 x Juglans regia), tras establecer como 6ptima unha
relacién solido/liquido de 1/10 g/ml, analizouse o efecto da temperatura (25-50-75°C), 0 tempo
(30-75-120 min) e a concentracion de etanol (10-50-90%, v/v) sobre o rendemento e
propiedades dos extractos mediante un desefio factorial Box-Behnken. As variables mais
significativas resultaron ser a temperatura e a concentracion de disolvente, e as condicions de
extraccion seleccionadas como éptimas foron 75°C de temperatura, 120 min e concentracién de
etanol do 50%. Nestas condicidns, o rendemento de extraccion foi do 30,21%, o contido en
fenois totais de 24,72 g GAE/100 g extracto, a capacidade antioxidante FRAP de 1529 nmol
AAE/mg extracto, a capacidade de inhibicion DPPH de 1,40 mmol TRE/g extracto e ABTS de
1,25 mmol TRE/g extracto.

Analizouse tameén o efecto do disolvente (auga, metanol, etanol, metanol ao 50% e etanol
ao 50%) sobre o rendemento e as propiedades de extractos de involucro de abela (Corylus
avellana), madeira de acacia (Acacia dealbata) e biomasa forestal (fraccions de Eucalyptus
globulus e Pinus pinaster) obtidos a 50°C e 90 min. Para o involucro de abeld, os mellores
resultados de rendemento (21,41%) e propiedades dos extractos obtivéronse con etanol ao 50%
(TFC de 13,43 g GAE/100 g extracto; capacidade antioxidante FRAP de 961 nmol AAE/mg
extracto; DPPH de 1,05 mmol TRE/g extracto e ABTS de 1,70 mmol TRE/g extracto). Para a
madeira de acacia, 0 maior rendemento (16,33%) obtivose con etanol ao 50%; con todo, 0s
extractos con maior capacidade antioxidante foron os obtidos con etanol (TFC de 27,86 g
GAE/100 g extracto; capacidade antioxidante FRAP de 1889 nmol AAE/mg extracto; DPPH
de 1,67 mmol TRE/g extracto e ABTS de 3,02 mmol TRE/g extracto). Para a biomasa forestal,
as maiores propiedades antioxidantes obtivéronse con metanol ao 50% (TFC de 25,70 ¢
GAE/100 g extracto; capacidade antioxidante FRAP de 1496 nmol AAE/mg extracto; DPPH
de 2,23 mmol TRE/g extracto e ABTS de 2,96 mmol TRE/g extracto). Non se atoparon
diferenzas significativas entre os rendementos obtidos con etanol, metanol e as stas disolucions
acuosas (10,23-11,88%).

Confirmouse a capacidade antimicrobiana dos extractos acuosos de casca e ourizo de
castafa, das chapas de eucalipto e do pericarpo de noz ao ser capaces de inhibir o crecemento
de bacterias Gram +. Os extractos de ourizo, casca e chapa de eucalipto tamén foron capaces
de inhibir bacterias Gram —, ainda que sé estes Ultimos, que presentaron a maior capacidade
antioxidante, resultaron eficaces fronte o crecemento de fungos.

Nunha ultima etapa do traballo, determinouse o perfil fendlico dos extractos obtidos
confirmandose a presenza de compostos con demostrada capacidade antioxidante. Os acidos
elagico e galico foron os maioritarios nos extractos de ourizo e casca de castafia, asi como nos
de chapa de eucalipto. Nos extractos de folla de nogueira, os compostos maioritarios foron a
quercetina 3-p-D-glucdésido e os &cidos neocloroxénico, cloroxénico e galico.
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Por tanto, ademais das propiedades antioxidantes e antimicrobianas dos extractos
previamente analizadas, a presenza nos mesmos de compostos fendlicos bioactivos confirmou
0 potencial dos extractos para a sta aplicacion en formulacién de antioxidantes para a industria
e 0 interese no aproveitamento dos residuos lignocelul6sicos dos que proceden para este fin.
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ABSTRACT

Antioxidants are substances that protect products from degradation reactions that can affect
their properties. Thus, the food industry uses antioxidant additives to increase the shelf life of
food products and avoid changes in their taste, colour and texture that could affect the consumer
safety. Antioxidants act by inhibiting the formation of free radicals involved in oxidative stress
processes. For this reason, they are also used in the cosmetic industry as photoprotective and
preventive agents of cellular aging. Oxidative stress is also related to numerous diseases, which
justifies the interest of antioxidants for the pharmaceutical industry.

At present, the trend towards the consumption of natural substances, together with the
perception of insecurity of synthetic additives by the consumer, is promoting the search of
natural antioxidants as an alternative to the synthetic ones.

Research is being directed to obtain natural antioxidants from plant materials, especially
those cheaper, such as lignocellulosic residues generated in the food, agricultural or forest
industries. These materials contain phenolic compounds with demonstrated antioxidant and
antimicrobial properties.

In this PhD Thesis, the separation of antioxidant compounds of high added value from
waste biomass products was proposed. The wastes studied were generated during the chestnut
(spiny bur and chestnut shell), walnut (walnut green husk and leaves) and hazelnut (hazelnut
husk) processing in the food industry, in the wood industry (eucalyptus veneers trimmings) and
in the forest industry (acacia wood and forest biomass). Most of these wastes are currently
underused or intended for energy production, and their valorisation would contribute to the
development of the circular economy.

In a preliminary study of chestnut (Castanea sativa) bur extraction conditions, the effect
of the solvent on extraction yield and extract properties (total phenol content (TFC) and FRAP,
DPPH and ABTS antioxidant capacity) was evaluated. The solvents used were acetone, ethanol,
methanol and water. The best extraction yield and extract properties were obtained using water
at 90°C for 1 h, followed by Soxhlet extractions with methanol and ethanol for 15 h.

Based on the results obtained, a Box-Behnken experimental design was planned, and the
response surface methodology was applied to determine the optimal conditions for chestnut bur
extraction using aqueous solutions of ethanol and methanol. The influence of temperature (25-
50-75°C), time (30-75-120 min) and solvent concentration (50-70-90%, v/v) on extraction yield
and extract properties was analysed. Temperature and solvent concentration were the most
influential factors. The optimal extraction conditions were 75°C, solvent concentration of 50%
for both solvents, and 75 min for the methanolic extractions and 30 min for the ethanolic ones.
Under these conditions, the extraction yield was similar for both solvents (18.95% for
methanolic extraction and 17.95% for the ethanolic one), although the extract properties were
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higher in the methanolic extraction (TFC of 36.32 g gallic acid equivalent (GAE)/100 g extract;
FRAP antioxidant capacity of 2361 nmol ascorbic acid equivalent (AAE)/mg extract; DPPH of
3.24 mmol Trolox equivalent (TRE)/g extract and ABTS of 3.58 mmol TRE/g extract)
compared to the ethanolic one (TFC of 26.11 g GAE/100 g extract; FRAP antioxidant capacity
of 1547 nmol AAE/mg extract; DPPH of 2.43 mmol TRE/g extract and ABTS of 2.95 mmol
TRE/g extract).

In the next stage, a comparative study between chestnut bur and shell extracts obtained
under the same conditions was carried out. Extractions were done at 25, 50 and 75°C with
aqueous solutions of ethanol and methanol at the optimal concentration determined in the
experimental design (50%) and with water, the solvent selected as optimal in the preliminary
study. The extraction yield was higher for the bur (8.54%-19.58%) than for the shell (2.91%-
13.27%); however, antioxidant properties were higher for shell extracts and water extraction at
75°C was selected as the optimal (TFC of 56.23 g GAE/100 g extract; FRAP antioxidant
capacity of 3891 nmol AAE/mg extract; DPPH of 5.84 mmol TRE/g extract and ABTS of 4.88
mmol TRE/g extract).The bur extracts with the best antioxidant properties were obtained with
50% methanol at 75°C, although similar results were obtained with 50% ethanol; since ethanol
is a GRAS (General Recognized as Safe) solvent and can be used safely for food applications,
its use will be prioritized. Aqueous shell and bur extracts have demonstrated higher capacity to
inhibit the nitric oxide radical than the synthetic antioxidant BHA. The kinetics of the extraction
process was fitted by the Peleg’s model. The use of microwave assisted extraction slightly
improved the bur extract properties, although not those of the shell. However, this non-
conventional technology had the advantage of reducing extraction time from 60 and 120 min to
15 min.

With respect to the eucalyptus (Eucalyptus globulus) veneers, in a first stage using
maceration, the effect of temperature (50-75°C), solvent (water, methanol, ethanol, 50%
methanol and 50% ethanol) and particle size (grounded or not grounder veneers) on extraction
yield and extract properties were analysed. The extraction yield increased by increasing
temperature and reducing the particle size, but extract properties did not improve. The best
extract properties were achieved with ethanol at 50°C (TFC of 85.71 g GAE/100 g extract;
FRAP antioxidant capacity of 7787 nmol AAE/mg extract; DPPH of 9.67 mmol TRE/g extract
and ABTS of 5.94 mmol TRE/g extract).

In a second stage, a Box-Behnken experimental design was applied using microwave
assisted extraction to study the influence of temperature (50-60-70°C), solid/liquid ratio (1/5
1/7.5 1/10 g/ml) and time (5-10-15 min). The optimal conditions selected were 65°C, 1/8.8 g/ml
and 10 min. Time was the least significant variable on extract properties, while extraction yield
did not depend on solid/liquid ratio. The extract properties did not improve with respect to those
obtained using maceration; however, microwave assisted extraction reduced the extraction time
from 90 to 10 min and the amount of solvent required.

With respect to walnut wastes, the influence of solvent (water, methanol, ethanol, 50%
methanol and 50% ethanol) on green husk walnut (Juglans regia L.) extraction was studied.
The best extraction yield and extract properties were obtained with boiling water (extraction
yield of 44.11%, TFC of 4.04 g GAE/100 g extract and DPPH antioxidant activity of 0.22 mmol
TRE/g extract). For walnut leaves (Juglans major 209 x Juglans regia), after setting a
solid/liquid ratio of 1/10 g/ml as the optimal, the effect of temperature (25-50-75°C), time (30-
74-120 min) and ethanol concentration (10-50-90%, v/v) on the extraction yield and extract
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properties, was analysed using a Box-Behnken factorial design. The most significant variables
were temperature and solvent concentration and the optimal extraction conditions selected were
75°C, 120 min and 50% ethanol. Under these conditions, extraction yield was 30.21%, total
phenol content was 24.72 g/GAE/100 g extract, FRAP antioxidant capacity was 1529 nmol
AAE/mg extract, DPPH inhibition capacity was 1.40 mmol TRE/g extract and ABTS was 1.25
mmol TRE/g extract.

The influence of the solvent (water, methanol, ethanol, 50% methanol and 50% ethanol)
on extraction yield and extract properties of hazelnut husk (Corylus avellana), acacia wood
(Acacia dealbata) and waste forest biomass (mainly fractions of Eucalyptus globulus and Pinus
pinaster) was also analysed in extractions carried out at 50°C for 90 min. For hazelnut waste,
the best results for extraction yield (21.41%) and extract properties (TFC of 13.43 g GAE/100
g extract; FRAP antioxidant capacity of 961 nmol AAE/mg extract; DPPH of 1.05 mmol TRE/g
extract and ABTS of 1.70 mmol TRE/g extract) were obtained with 50% ethanol. For acacia
wood, the highest extraction yield (16.33%) was obtained with 50% ethanol and the highest
antioxidant properties with ethanol ((TFC of 27.86 g GAE/100 g extract; FRAP antioxidant
capacity of 1889 nmol AAE/mg extract; DPPH of 1.67 mmol TRE/g extract and ABTS of 3.02
mmol TRE/g extract). For forest biomass, the highest antioxidant properties were obtained with
50% methanol (TFC of 25.70 g GAE/100 g extract; FRAP antioxidant capacity of 1496 nmol
AAE/mg extract; DPPH of 2.23 mmol TRE/g extract and ABTS of 2.96 mmol TRE/g extract).
For this material, no significant differences were found between the extraction yields obtained
with ethanol, methanol and their aqueous solutions (10.23-11.88%).

The antimicrobial capacity of the aqueous extracts of chestnut bur and shell, eucalyptus
veneers and walnut green husk was confirmed. All the extracts were able to inhibit the growth
of Gram + bacteria. Chestnut bur and shell and eucalyptus veneer extracts were also able to
inhibit Gram — bacteria. Only the eucalyptus veneer extracts, those with the highest antioxidant
capacity, were effective against fungi growth.

In the last stage of the thesis, the phenolic profile of the extracts was determined and the
presence of compounds with demonstrated antioxidant capacity was confirmed. Ellagic and
gallic acids were the major compounds found in chestnut bur and shell extracts, as well as in
eucalyptus veneer extracts. In walnut leaves extracts, the main compounds were quercetin 3-f-
D-glucoside and neochlorogenic, chlorogenic and gallic acids.

Therefore, the antioxidant and antimicrobial properties of the extracts previously analysed
together with the presence of bioactive phenolic compounds confirmed the potential of the
extracts for the formulation of antioxidants for industrial applications and the interest in the
reuse of the lignocellulosic wastes studied for this purpose.
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1 INTRODUCCION

1.1 LOS RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

En los procesos industriales orientados a la obtencion de productos de origen vegetal, como
los relacionados con la industria alimentaria, maderera o forestal, se generan inevitablemente
una gran cantidad de residuos que proceden en muchos casos del desaprovechamiento de una
fraccion del material de partida o material de rechazo. Estos residuos de caracter lignocelulésico
estdn compuestos principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina. Ademas, también
contienen compuestos bioactivos como carotenoides, flavonoides y otros compuestos
polifendlicos (Srivastava et al., 2021).

Una de las estrategias de los procesos de transformacion medioambientalmente sostenibles
es la generacion de subproductos en lugar de residuos. Se considera como residuo a cualquier
material derivado de los procesos industriales que solo puede ser eliminado a traves de un
sistema de gestion de residuos o incinerado. Sin embargo, un subproducto es un material que
se genera inevitablemente durante los procesos de transformacion, y que puede ser
posteriormente utilizado para otra aplicacion, utilizando la materia prima desde un enfoque
integrado (Chemat et al., 2012). El concepto de economia circular promovido en los ultimos
afios sugiere que las industrias agricola y forestal deben adaptar sus procesos de fabricacion
valorizando los subproductos obtenidos (Fraga-Corral et al., 2020).

Los materiales vegetales como las hojas, la madera, la corteza o las raices de los arboles,
los frutos, sus cascaras y sus pieles, las hierbas y especias o los granos y las semillas contienen
una numerosa cantidad de sustancias que pueden ser aprovechadas, muchas de ellas con
propiedades bioactivas como los polifenoles, cuyas propiedades antioxidantes han sido
ampliamente demostradas (Balasundram et al., 2006; Dudonné et al., 2009; Brewer, 2011; Xu
etal., 2017).

Los residuos lignoceluldsicos estudiados en esta tesis doctoral derivan de las industrias
alimentaria, maderera y forestal y son el erizo y la cascara de la castafia (Castanea sativa), el
involucro de avellana (Corylus avellana), el pericarpio de nuez (Juglans regia, L.), las hojas de
nogal (Juglans major 209 x Juglans regia), restos de cizallado de la produccion de chapa de
eucalipto (Eucalyptus globulus), la madera de acacia (Acacia dealbata) y biomasa forestal
(mezcla heterogénea de Eucalyptus globulus y Pinus pinaster).

o Erizoy cascara de la castaia

La cascara y el erizo son dos residuos generados durante el procesado de la castafia. La
castafa es el fruto del castafio (Castanea sativa), un cultivo de gran importancia en Europa,
constituyendo la base de su alimentacion hasta la Ilegada de la patata y el maiz en el siglo XVI.
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Se trata de un cultivo tradicional en Galicia, en donde la superficie destinada al cultivo de
castafios es de 25.500 hectareas. De hecho, Galicia es la comunidad autbnoma con mayor
produccion de castafia, sobre 74.000 t al afio en plantacion regular (datos del 2018), siendo
Ourense la provincia con mayor produccion, seguida de Lugo, A Corufia y Pontevedra
(www.mapa.gob.es). La castafia gallega es una de las mas apreciadas por el consumidor espafiol
y cada vez méas exportada internacionalmente. Su uso se destina al consumo humano como
castafias frescas o congeladas, secas, envasadas o transformadas en harinas, cremas, purés o
confituras. Las castafias son un fruto muy valorado, ademas de por sus cualidades nutricionales,
por no contener gluten y por su bajo contenido en grasas saturadas.

o Involucro de avellana

El involucro de avellana es uno residuo generado en la produccion de la avellana. El
avellano comun (Corylus avellana) es un arbol de pequefa talla procedente de Europa y Asia
que se cultiva, principalmente, por sus frutos, que se consumen como aperitivos, aunque
también tiene muchas aplicaciones en la industria pastelera y turronera. También se cultiva por
su madera, compacta y flexible, que se emplea en ebanisteria, marqueteria, cesteria, etc. Espafia
ocupa el cuarto lugar entre los paises productores, con una produccion anual de 8000 t (datos
del 2018, www.mapa.gob.es). La superficie dedicada a la plantacion se concentra en la
provincia de Tarragona (84% de la superficie espafiola), con pequefias cosechas también en
Barcelona, Gerona, Castellén, Oviedo y Lugo.

o Pericarpio de nuez y hoja de nogal

El pericarpio de la nuez y las hojas son unos de los residuos derivados de la producciéon del
nogal. El nogal europeo (Juglans regia, L.) es la especie de nogal mas difundida en Europa. Es
un arbol tradicionalmente cultivado por su madera y por su fruto. La nuez es un fruto muy
apreciado tanto por su valor nutritivo como por sus beneficios para la salud. En los Gltimos diez
afios, en Espafia se han duplicado las hectéareas dedicadas a plantacion de nogal. En la Peninsula
Ibérica se producen al afio cerca de 15.000 t de nuez, (datos del 2018, www.mapa.gob.es), 75%
de la produccion en Espafia y el resto en Portugal. El pericarpio verde de nuez se conoce
también como nogalina y es, junto con las hojas, la parte mas utilizada por sus propiedades
medicinales y para la extraccion de un colorante de aplicacion en ebanisteria. Las hojas de nogal
analizadas en este trabajo pertenecen a la especie hibrida (Juglans major 209 x Juglans regia).

o Chapas de eucalipto

Los restos de cizallado de chapa de eucalipto se generan durante el proceso de obtencion
de chapas de eucalipto. El eucalipto blanco (Eucalyptus globulus) es una especie originaria de
Australia. Por la rapidez de su crecimiento se puede encontrar cultivado en muchas regiones
del mundo, sobre todo en regiones tropicales y templadas como Espafia. Sus principales
aplicaciones son la produccion de madera, fabricacion de pasta de papel y obtencion de aceites
esenciales. Galicia y Portugal, constituyen las principales areas a nivel mundial de plantaciones
de Eucalyptus globulus siendo la superficie gallega dedicada a la plantacion de 268.000 ha
(datos del 2017, www.mediorural.xunta.gal).
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o Madera de acacia

La acacia (Acacia dealbata) es una especie arbustiva perteneciente a la familia de las
leguminosas. Se comporta como una planta invasora que puede desplazar la vegetacion natural,
sobre todo después de los incendios. Por su potencial colonizador y por constituir una amenaza
para las especies autdctonas, esta catalogada como especie invasora en el Catalogo Espafiol de
Especies Exoticas Invasoras (RD 630/2013 de 2 de agosto). En Galicia se encuentra
ampliamente naturalizada, invadiendo las partes bajas y medias de la comunidad auténoma
hasta el punto de resultar un elemento caracteristico del paisaje gallego. Su erradicacion es
dificil y costosa (www.mapa.gob.es).

o Biomasa forestal

La biomasa forestal analizada se obtiene de los procesos de limpieza de montes. Se trata
de residuos forestales generados durante tratamientos silvicolas (entresacas, clareos y podas)
realizados para evitar plagas e incendios y residuos de cortas de pies maderables. Es una mezcla
heterogénea de madera, corteza, hojas y frutos de Eucalyptus globulus y Pinus pinaster,
principalmente.

En este trabajo se propone la valorizacion de estos subproductos como fuente de
antioxidantes naturales. Actualmente, existe una demanda por parte de los consumidores hacia
los productos de origen natural, por lo que la obtencion de compuestos bioactivos a partir de
esta biomasa residual resulta de gran interés para las industrias farmacéutica, cosmética y
alimentaria. Ademas, la obtencion de productos de alto valor afiadido a partir de subproductos
infrautilizados supone una contribucidn al desarrollo de la economia circular.

1.2 LOS ANTIOXIDANTES

1.2.1 Radicales libres y estrés oxidativo

Los radicales libres son moléculas altamente reactivas debido a la presencia de uno o0 mas
de sus electrones desapareados, lo que las hace muy inestables y con tendencia a estabilizarse
a través de la reaccion con otras moléculas.

En los sistemas bioldgicos, los radicales libres se producen como parte de los procesos
metabolicos derivados de la respiracion celular, a través de enzimas como la xantina oxidasa,
procesos inflamatorios o ejercicio fisico (Carocho y Ferreira, 2013). Durante estos procesos,
parte del oxigeno se reduce parcialmente dando lugar a las especies reactivas del oxigeno (ROS,
Reactive Oxygen Species) que pueden ser radicales libres o no radicales y que reaccionan
facilmente oxidando a otros compuestos o formando radicales. Dentro de las principales ROS
se encuentran el oxigeno singulete (*Oy), el anion superoxido (O2™), el perdxido de hidrdgeno
(H20>), el radical hidroxilo ("OH), el ozono (Os3) y el acido hipocloroso (HOCI). De forma
similar, también se producen las especies reactivas del nitrdgeno (RNS, Reactive Nitrogen
Species) como el 6xido nitrico (NO") y el peroxinitrito (ONOO") (Boots et al., 2008) y las
especies reactivas del sulfuro (RSS, Reactive Sulfur Species) resultado de la reaccién de ROS
con tioles (RS, paso intermedio para la formacién de 6xidos de disulfuro (RS(O)2SR)
(Carocho et al., 2018). En la produccién de estas especies reactivas afectan ademas factores
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externos como el tabaco, la contaminacion ambiental, la radiacion, los pesticidas o el ozono
(Carocho y Ferreira, 2013).

Las especies reactivas, en concentraciones adecuadas, cumplen algunas funciones
beneficiosas para el organismo relacionadas con la relajacion del musculo liso o con los
procesos inflamatorios que se producen en las infecciones como defensa contra
microorganismos invasores. Sin embargo, cuando hay un desequilibrio en la produccién de
radicales libres, estos pueden actuar causando dafio a moléculas como el ADN, lipidos,
proteinas y azucares. La reaccién con estas biomoléculas suele comenzar mediante la
sustraccion de un atomo de hidrégeno o de un electron y, como desde el punto de vista
electroquimico la molécula donante se oxida, los radicales libres y especies reactivas acttan
como prooxidantes (Boots et al., 2008).

Cuando existe un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas y su neutralizacion
tiene lugar lo que se denomina estrés oxidativo, relacionado con numerosas enfermedades
graves como el Alzheimer, el Parkinson, los accidentes cerebrovasculares, la diabetes, la artritis
reumatoide, la hipertension, el asma o algunas alergias, entre otras (Carocho et al., 2018). Para
contener el efecto de los radicales libres sobre los compuestos celulares, el cuerpo humano
cuenta con un sistema de defensa antioxidante endégeno.

1.2.2 Antioxidantes enddgenos y exdgenos

Los antioxidantes pueden definirse como ‘“cualquier sustancia que, presente en bajas
concentraciones comparada con la del sustrato oxidable, reduce o inhibe significativamente la
oxidacion del sustrato” (Halliwell y Gutteridge, 1995).

Los antioxidantes enddgenos pueden ser enzimaticos o no enzimaticos e inhiben el efecto
de los radicales libres a través de tres vias de accion: mediante la prevencion de las reacciones
que dan lugar a los radicales, como es el caso de las enzimas superoxido dismutasa, catalasa,
glutationa peroxidasa o de los antioxidantes no enzimaticos ferritina, transferritina o albimina;
una segunda via de accién en donde las moléculas interrumpen las reacciones de oxidacion de
los radicales y en la que intervienen sustancias como vitaminas, compuestos organosulfurados,
coenzima Q10 o derivados no-proteicos del nitrégeno y una tercera via en la que se produce la
inactivacion del producto de reaccion de los radicales libres reparando o eliminando el dafio
(Carocho et al., 2018).

No obstante, el sistema antioxidante enddgeno por si solo no es suficiente, por lo que es
necesario complementarlo con antioxidantes exogenos que, normalmente, se introducen a
través de la dieta. Estos antioxidantes exdgenos pueden ser vitaminas como el acido ascérbico
(vitamina C) o los tocoferoles (vitamina E), los carotenoides, los acidos fendlicos y los
flavonoides. La vitamina C es efectiva en la inhibicion de diversas especies reactivas del
oxigeno y del éxido nitrico; la vitamina E detiene el proceso de peroxidacion lipidica; los
carotenoides proporcionan proteccién a los tejidos ricos en lipidos; los &cidos fendlicos actlan
como agentes quelantes e inhibidores de radicales libres y los flavonoides pueden actuar como
agentes reductores, donadores de hidrogeno, pueden desactivar el oxigeno singulete e inhibir el
radical superdxido (Singh y Sing, 2008; Carocho y Ferreira, 2013). Las principales fuentes de
antioxidantes exdgenos son las frutas y los vegetales.
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1.2.3 Antioxidantes en alimentos

En los alimentos, como ya se menciond anteriormente para los sistemas bioldgicos y como
ocurre en el cuerpo humano, también tienen lugar procesos de oxidacion y generacion de
radicales libres. Asi, son muy comunes los procesos de autooxidacién que afectan a las
cualidades organolépticas de los alimentos, como a su textura y a la seguridad para el
consumidor (Carocho et al., 2018).

Uno de los compuestos mas afectados por los procesos oxidativos en los alimentos son las
grasas, como los acidos grasos insaturados, el colesterol o los fosfolipidos. Los acidos grasos
insaturados presentan una deficiencia de electrones en los puntos de insaturacion carbono-
carbono que los hace susceptibles de sufrir los efectos del estrés oxidativo, al ser atacados por
agentes oxidantes o por radicales libres a través de un mecanismo denominado peroxidacion
lipidica (Figura 1.2.1). Esta reaccion se inicia con la sustraccion de un atomo de hidrégeno del
acido graso insaturado (LH) formando un radical lipidico (L") altamente inestable que tiende a
reaccionar rapidamente propagandose la reaccion (Brewer et al., 2011).

1) Iniciacion: LH + Oz + iniciador — L + HOO-
2) Formacion del radical peroxilo: Le + O— LOO-
3) Formacidn de hidroperéxido lipidico: LOO® + LH — LOOH + L°
4) Terminacion:
Le+Le—LL
Le+ LOO* — LOOL
LOOs + LOO* — LOOL + O2

Figura 1.2.1 Esquema de la reaccion de peroxidacion lipidica (LH: acido graso insaturado)

La oxidacién de los lipidos estd promovida por varios factores. Asi, en los procesos de
autooxidacion, el calentamiento, la presencia de metales o la luz pueden acelerar la formacion
de radicales lipidicos que reaccionan con el oxigeno rapidamente, actuando los radicales
formados como catalizadores de la reaccion en cadena de los radicales libres. La luz también
acelera la oxidacion de los lipidos, especialmente en presencia de compuestos
fotosensibilizadores como la clorofila que, tras absorber energia luminica, reacciona con el
oxigeno, produciendo oxigeno singulete que reacciona, a su vez, con los &cidos grasos
insaturados dando lugar a lipidos hidroperdxidos, que pueden ser dienos conjugados 0 no
conjugados a diferencia de lo que ocurria en la autooxidacion. El calentamiento produce el
mismo mecanismo de oxidacion que la autooxidacion, aunque es superior la velocidad de la
oxidacion térmica y produce compuestos volatiles como aldehidos y cetonas tras la rapida
descomposicion de los hidroperéxidos (Choe y Min., 2009).

Como se menciono anteriormente, el proceso de peroxidacion lipidica produce cambios en
el sabor de los alimentos al volverlos rancios, cambios en el color y en la textura y puede formar
compuestos toxicos como los malonaldehidos, entre otros (Carocho et al., 2018), los cuales
pueden estar relacionados con varias enfermedades al reaccionar con las bases del ADN (Boots
et al., 2008). Por ello, la presencia de antioxidantes en los alimentos contribuye a evitar y
controlar las reacciones de degradacion al inhibir las reacciones en cadena (Brewer, 2011,
Carocho et al., 2018).
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1.2.4 Mecanismos de accién de los antioxidantes

Los compuestos antioxidantes acttan previniendo los procesos de oxidacion inhibiendo la
formacion de radicales libres o interrumpiendo su propagacion a través de una combinacion de
los siguientes mecanismos:

o Inhibiendo los radicales libres que inician los procesos de peroxidacion

Los antioxidantes pueden inhibir los radicales libres mediante la donacion de un hidrégeno,
dando lugar a un radical antioxidante intermedio que se estabiliza por la deslocalizacion de
los electrones en el anillo aromético. Algunos ejemplos de antioxidantes que siguen este
mecanismo son los antioxidantes sintéticos como el BHA (butilhidroxianisol), BHT
(butilhidroxitolueno), TBHQ (terbutilhidroquinona) y PG (propil galato), el &cido
ascorbico, los carotenoides, los flavonoides y los acidos fendlicos (Choe y Min., 2009;
Brewer, 2011). La efectividad de los antioxidantes para inhibir radicales libres va a
depender de la energia de disociacion del enlace O-H (cuanto méas baja sea, mejor
capacidad antioxidante presentan, al ser mas eficiente la donacion del hidrégeno), del pH
(los &cidos fendlicos a pH basico se ionizan a su forma fenolada, con alta capacidad donante
de electrones), del potencial de reduccion de los radicales antioxidantes (a menor potencial
de reduccion, mayor capacidad de donar hidrégeno por el antioxidante) y de la
deslocalizacion de los radicales antioxidantes (Choe y Min., 2009).

o Através de la quelacion de iones metélicos

Los metales pueden catalizar la formacién de los procesos oxidativos que dan lugar a la
formacion de radicales hidroxilo y pueden descomponer los hidroperéxidos. A través de la
quelacion de esos metales se puede reducir, por tanto, la oxidacion (Brewer, 2011). Los
antioxidantes quelantes de metales mas comunes son el &cido citrico y el EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), aunque los flavonoides también actlan a través de este
mecanismo.

o Através de procesos de desactivacion del oxigeno singulete

El oxigeno singulete reacciona con los lipidos rapidamente debido a su alta energia.
Algunos antioxidantes con capacidad para desactivarlo son los tocoferoles, los
carotenoides, los fenoles o el &cido ascorbico. La desactivacion puede ser fisica,
desactivando el oxigeno singulete a su estado fundamental transfiriéndole energia o carga,
0 quimica, a través de la oxidacion del antioxidante (Choe y Min., 2009).

o Inactivacion de agentes fotosensibilizadores

Los agentes fotosensibilizadores como la clorofilay la riboflavina, al activarse por el efecto
de la luz, transfieren energia al oxigeno atmosférico formando el oxigeno singulete o el
anion superoxido transfiriéndole un electrdén, especies que son altamente reactivas. Uno de
los antioxidantes que inactiva estos agentes son los carotenoides de menos de nueve dobles
enlaces conjugados; los carotenoides con mayor nimero de enlaces acttan preferentemente
como desactivadores del oxigeno singulete. Los agentes fotosensibilizadores transfieren su
energia a los carotenoides, que vuelven a su estado fundamental liberando esa energia al
medio o emitiendo fosforescencias (Choe y Min, 2009).
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Los antioxidantes pueden actuar en combinacion con otros antioxidantes y, aunque muchas
veces sus interacciones son de caracter aditivo, en otras ocasiones se produce un efecto
sinérgico en el que la combinacion de varios antioxidantes tiene mayor capacidad que la de los
compuestos individuales. Esta sinergia puede darse entre dos antioxidantes que actlen
inhibiendo los radicales libres, como el sistema formado por el tocoferol y el &cido ascorbico,
en donde el primero reacciona con el radical libre consumiéndose (antioxidante primario) y el
otro (sinergista) actua regenerandolo (Choe y Min., 2009; Brewer, 2011). El efecto sinérgico
también se da entre antioxidantes que acttan bajo mecanismos diferentes, como es el caso de
la quercetinay el a-tocoferol, en donde la quercetina actia como quelante de metales inhibiendo
el efecto catalizador del metal y generandose, por tanto, menos niveles de radicales que son
reducidos por el a-tocoferol, que actia como inhibidor de radicales libres (Choe y Min., 2009).

Aunque no hay duda de que los antioxidantes juegan un papel vital en la proteccion de los
sistemas bioldgicos, en determinadas condiciones algunos de ellos pueden actuar como agentes
prooxidantes. La actividad prooxidante se ve favorecida por la alta concentracion del
antioxidante, como es el caso del a-tocoferol que, en altas concentraciones, al reaccionar con
los radicales libres dando lugar a su forma radicalaria, puede permanecer en esta forma
altamente reactiva al no conseguir ser regenerado y promover la autooxidacion del acido
linoleico (Carocho y Ferreira, 2013). También depende del pH y de la presencia de metales con
actividad redox, ya que los metales de transicion se caracterizan por su solubilidad y estabilidad
en pH acido, por lo que pueden catalizar reacciones redox de los compuestos fendlicos y dar
lugar a la formacion de radicales fenoxilo prooxidantes (Carocho y Ferreira., 2013; Olszowy,
2019)

1.2.5 Clasificacién de los antioxidantes

Los antioxidantes pueden clasificarse en funcidn de su origen como sintéticos y naturales.

1.2.5.1 Antioxidantes sintéticos

Los antioxidantes sintéticos estan regulados en la Unién Europea por la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA, European Food Safety Authority) y estan identificados con
el codigo “E”, tras ser previamente evaluados y autorizado su uso. Ademas, se regula de manera
estricta la cantidad de cada aditivo que puede afiadirse para no sobrepasar la Ingesta Diaria
Admisible (IDA), que es la que limita la cantidad maxima consumida diariamente sin efectos
perjudiciales para la salud del consumidor.

Dentro de los antioxidantes sintéticos, los méas utilizados son los compuestos fenolicos
butilados BHA (butilhidroxianisol, E 320), BHT (butilhidroxitolueno, E 321), TBHQ
(terbutilhidroquinona, E 319) y el PG (propil galato, E 310). Sus aplicaciones principales estan
relacionadas con el mantenimiento de la calidad y estabilidad en productos de las industrias
alimentaria y farmacoldgica (Olszowy, 2019).

El BHA se utiliza tanto en alimentos como en el empaquetado de estos y, aunque es uno
de los antioxidantes mas utilizados para controlar la rancidez de grasas animales, su uso se ve
limitado por su baja solubilidad en agua. Su valor IDA esta establecido en 1 mg/kg de peso
corporal. EI BHT es uno de los antioxidantes sintéticos méas baratos de producir; es altamente
soluble en aceite, pero no en agua, y al ser estable a altas temperaturas, se usa en preparados
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que van a ser cocinados. Su valor IDA es de 0,25 mg/kg de peso corporal. La TBHQ es insoluble
en aguay se aplica en cereales, margarinas, carnes y aceites. y su principal ventaja frente a otros
es que no pierde color en contacto con metales. Su valor IDA es de 0,7 mg/kg de peso corporal.
El PG es el galato més usado de los aprobados por la EFSA, tanto en alimentos como en envases
y su funcion principal es evitar la peroxidacién lipidica manteniendo las cualidades
organolépticas de los alimentos. Su valor IDA es de 1,4 mg/kg de peso corporal (Carocho et
al., 2018).

En la actualidad, el uso de los antioxidantes BHA y BHT esté siendo cuestionado debido a
la existencia de dudas acerca de su toxicidad y, por tanto, de su seguridad para el consumidor
(Olszowy, 2019; Gullén et al., 2020). Por ello, la EFSA ha realizado en los Gltimos afios una
reevaluacion de la seguridad de estos aditivos y tras las revisiones se mantiene su uso como
seguro bajo los valores IDA especificados, aunque se ajusté el valor del BHT (EFSA, 2012) y
se mantiene a los gatos como especie mas sensible al BHA en los alimentos para mascotas
(EFSA, 2018).

Latendencia actual hacia el consumo de productos naturales, asi como las dudas que genera
entre los consumidores el uso de aditivos sintéticos, esta incentivando la busqueda de
antioxidantes de origen vegetal como alternativa a los antioxidantes sintéticos.

1.2.5.2 Antioxidantes naturales

Los antioxidantes naturales forman parte de la composicién de frutos, plantas y demas
especies del reino vegetal. Entre los diferentes tipos de compuestos de origen natural con
actividad antioxidante estan las vitaminas (vitamina C y vitamina E), los carotenoides y los
polifenoles (Oroian y Escriche, 2015).

e Vitamina Cy vitamina E

El acido ascorbico y el tocoferol son los nombres que toman las vitaminas C y E,
respectivamente. El &cido ascérbico actia como inhibidor de especies reactivas del oxigeno,
siendo efectivo contra el radical superdxido, el peréxido de hidrégeno, el radical hidroxilo y el
oxigeno singulete, asi como contra especies reactivas del nitrégeno (Gulgin, 2012; Carocho y
Ferreira, 2013; Oroian y Escriche, 2015). Es una vitamina soluble en agua y esta presente en
alta concentracion en frutas citricas y en vegetales como el tomate, el calabacin o el brécoli. La
vitamina E esta presente mayoritariamente en las hojas en su forma a-tocoferol y su principal
funcion antioxidante es la inhibicion de la peroxidacion lipidica a través de la donacion de un
hidrogeno al radical peroxilo. Las principales fuentes de vitamina E son los aceites vegetales,
las nueces y las semillas (Oroian y Escriche, 2015).

e Carotenoides:

Los carotenoides son pigmentos naturales sintetizados por las plantas cuyo principal
mecanismo antioxidante es la inactivacién del oxigeno singulete protegiendo, de este modo, a
las plantas de los procesos fotooxidativos (Gulgin, 2012). Los radicales peroxilo son los Unicos
radicales libres que consiguen atacar a estos compuestos. Sus propiedades quimicas estan
relacionadas con la presencia de enlaces dobles conjugados en su estructura. Los carotenoides
maés consumidos habitualmente a traves de la dieta son el B-caroteno, el licopeno y las xantofilas
(Carocho y Ferreira, 2013). Entre las principales fuentes de carotenoides estan el aceite de oliva
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y las patatas (p-caroteno), los tomates (licopeno) y las espinacas o la kale (xantéfilas) (Oroian
y Escriche, 2015).

e Polifenoles:

Los polifenoles son el mayor grupo de compuestos bioactivos presentes en las plantas,
aportandoles beneficios debido a sus propiedades antioxidantes. Es precisamente esta capacidad
de inhibir los radicales libres, junto con sus propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas y
antiproliferativas lo que ha incrementado el interés hacia este tipo de compuestos. Se encuentran
ampliamente distribuidos en el reino vegetal, identificandose hasta méas de 8000 estructuras
fendlicas diferentes (Oroian y Escriche, 2015). EI mecanismo de reaccion de los polifenoles
esta asociado con su capacidad para inactivar radicales libres a través de la transferencia de un
atomo de hidrégeno o de un electron desde el antioxidante hacia el radical.

En el mecanismo de transferencia de un atomo de hidrégeno (HAT, hydrogen atom
transfer), el antioxidante (A) reacciona con el radical libre a través de la rapida donacion de un
hidrégeno de la siguiente forma:

AOH+R — AO"+RH

En el mecanismo de transferencia de electron (SET, single electron transfer), el electrén
se transfiere desde el antioxidante al radical y lo inhibe. El cation antioxidante formado sufre
una desprotonacion posterior, transfiriendo el hidrégeno del cation antioxidante al anidn
radical:

AOH+ R — AOH" + R’
AOH™" + R — AO" + RH

Un tercer mecanismo posible denominado SPLET (secuential proton loss electron
transfer) se basa en la disociacion del antioxidante, a continuacién, el electron del anién
formado se transfiere al radical a inhibir, el cual se transforma en un radical anionico que es
protonado en la etapa final de la reaccion:

AOH — AO" + H*
AO +R — AO" +R
R +H* — RH

Aunque los tres mecanismos siguen procesos diferentes, el resultado final es el mismo. La
reaccion entre los polifenoles y los radicales libres ocurre siguiendo un mecanismo u otro en
funcién de las caracteristicas del antioxidante, aunque la combinacion principal es a través de
los mecanismos SET y SPLET. El mecanismo SET es més lento y dominante en disolventes
apolares o de baja constante dieléctrica, mientras que el SPLET es mas rapido y dominante en
disolventes de alta constante dieléctrica y basicidad (Olszowy, 2019).

Los compuestos fendlicos pueden contener uno o mas anillos aromaticos y pueden
clasificarse como acidos fendlicos, flavonoides y taninos (Gilgin, 2012) y formas menos
comunes como estilbenos, lignanos y alcoholes fenolicos (Oroian y Escriche, 2015). A
continuacion, se describen las clases mas abundantes:

11
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Acidos fendlicos

Los &cidos fendlicos engloban a los derivados del acido cinamico y a los del acido benzoico
(Figura 1.2.2) que estan presentes muchas veces en forma de ésteres o en su forma glucosada
en los materiales vegetales. Dentro del grupo de los hidroxibenzoicos se encuentra el acido
galico, precursor de muchos taninos (Carocho y Ferreira, 2013). Otros acidos que se engloban
en este grupo son el vainillico, el siringico y el protocatéquico. Entre los derivados principales
del acido hidroxicinamico estan el p-cumarico, el ferulico, el cafeico y el clorogénico. Su
mecanismo de accion antioxidante se basa en la transferencia del hidrogeno del grupo hidroxilo
fenolico al radical (HAT) (Gulgin, 2012). EI nimero de grupos hidroxilo es clave en la
capacidad antioxidante de los &cidos fendlicos, siendo mayor cuanto mayor es el nimero de
grupo hidroxilo. Por ejemplo, el &cido cafeico con dos grupos hidroxilo tiene mayor capacidad
antioxidante que el p-cumarico, con solo uno. También afecta la posicion del segundo grupo
hidroxilo, siendo mas beneficiosa la posicion para- que la orto- o la meta-. Los derivados del
acido cinamico presentan mayor capacidad antioxidante que los derivados del benzoico debido
a la presencia en su estructura del grupo -CH=CH-COOH. Este grupo estabiliza al radical
antioxidante formado durante la inhibicion del radical libre al deslocalizar los electrones en el
doble enlace (Olszowy, 2019).

0 O

Acido cinamico Acido benzoico

Figura 1.2.2 Estructura de los acidos fenélicos cinamico y benzoico

Flavonoides

Los flavonoides son unos de los compuestos mas ampliamente presentes en las especies
vegetales, formando parte tanto de hojas, raices y cortezas como de semillas y frutos. Se
caracterizan por su estructura Ce-C3-Cs formada por dos anillos arométicos unidos por una
cadena alifatica de tres carbonos, normalmente condensada en forma de anillo pirano (Figura
1.2.3). El anillo C es el que sienta las bases de las distintas clases de flavonoides en funcion de
si presenta o0 no un doble enlace, un grupo carbonilo o un grupo hidroxilo. Las sustituciones en
los anillos A 'y B por grupos hidroxilo caracterizan a los distintos compuestos dentro de cada
clase (Giilgin,2012).

0)

Figura 1.2.3 Estructura base de los flavonoides
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La estructura de los flavonoides influye en su capacidad antioxidante, de tal manera que
los compuestos con dos grupos hidroxilo en el anillo B presentan mayor capacidad antioxidante
que cuando no tienen ninguno Yy esta capacidad aumenta con el nimero de grupos hidroxilos
hasta tres. También mejora la actividad antioxidante cuando los anillos A y B se unen a traves
de un anillo C insaturado y conjugado con el anillo B (Olszowy, 2019). El principal mecanismo
antioxidante que siguen los flavonoides se basa en reacciones HAT y SPLET y han demostrado
ser eficaces en la inhibicion de la peroxidacion lipidica y de radicales superoxido, hidroxilo,
oxigeno singulete y en la quelacion de metales (Gulgin, 2012).

Los flavonoides se clasifican a su vez en flavonoles, flavanoles, antocianidinas,
isoflavonas, flavanonas y flavonas:

- Los flavonoles se identifican por la presencia de un grupo hidroxilo en el anillo C
(Figura 1.2.4) y son los antioxidantes mas abundantes en las pieles de las uvas. Los
flavonoles principales son la quercetina, la miricetina y el kaempferol. De ellos, la
quercetina es uno de los mas importantes estando presente en frutas y vegetales,
muchas veces en su forma glucosada (Oroian y Escriche, 2015).

OH

HO o
Rz
R1
OH Quercetina  OH H
Miricetina OH OH
OH o Kaempferol H H

Figura 1.2.4 Estructura de los flavonoles

- Los flavanoles son los principales compuestos antioxidantes presentes en el té. Los
principales flavonoles son la catequina y la epicatequina (Figura 1.2.5). Estos
compuestos pueden polimerizar dando lugar a taninos que presentan mejor capacidad
antioxidante que sus correspondientes monémeros (Brewer, 2011).

OH OH

HO 0 =

o,
i/
OH

OH

(+)-Catequina (-)-Epicatequina

Figura 1.2.5 Estructura de los principales flavanoles
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- Las antocianidinas (Figura 1.2.6) son compuestos fendlicos presentes en las uvas,
granos de café o en las bayas cuya presencia se aprecia a la vista ya que aportan color.
Son inestables y se degradan facilmente por accién de la temperatura o la luz (Oroian

y Escriche, 2015).

OH
+
HO 0]
O X Re
R R2
~ OH ’
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
OH Petunidina OCHz OH

Figura 1.2.6 Estructura de las antocianidinas

- Las isoflavonas (Figura 1.2.7) son los antioxidantes méas presentes en la soja, las
lentejas y las habas. Las mas comunes son la daidzeina y la genisteina (Oroian y

Escriche, 2015).

R1 O
Ri

Daidzeina  OH H
Genisteina OH OH

OH

Figura 1.2.7 Estructura de las isoflavonas

- Las flavanonas (Figura 1.2.8) estan presentes en las ciruelas, las naranjas y el pomelo
y se presentan, principalmente, en forma de hesperetina y naringenina:

R1
Rz
HO O~
Ri1 Rz
Hesperetina OH OCH:z
OH 0 Maringenina H OH

Figura 1.2.8 Estructura de las flavanonas
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- Las flavonas (Figura 1.2.9) se encuentran en las hojas, los pétalos, la corteza, las raices,
las flores y los frutos de numerosas plantas:

Ri1

HO

Ri1

Apigenina H
OH (o] Lutecnina OH

Figura 1.2.9 Estructura de las flavonas

Taninos

Los taninos son compuestos fenolicos altamente polimerizados presentes en muchas
especies vegetales, principalmente en la madera y en la corteza, cumpliendo una funcion
protectora frente a los radicales libres y frente al ataque de microorganismos como hongos o
bacterias. Pueden estar compuestos por entre doce y dieciséis grupos fendlicos y de cinco a
siete anillos arométicos. Son solubles en disolventes acuosos y pueden formar complejos con
proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y alcaloides (Fraga-Corral et al., 2021).

Se pueden clasificar como taninos hidrolizables y taninos condensados, aunque en los
ultimos tiempos esta clasificacion se ha actualizado a galotaninos, elagitaninos, taninos
condensados, taninos complejos y florotaninos que son exclusivos de algas (Fraga-Corral et al.,
2021).

Los taninos hidrolizables son una combinacion entre glucosa u otro polialcohol esterificado
con &cidos fenodlicos simples, principalmente acido galico o acido elagico (Dai y Mumper,
2010). En funcidn del &cido del que deriven se denominan como galotaninos o elagitaninos y
las especies vegetales pueden presentar tanto de uno de los tipos de taninos hidrolizables como
de ambos.

Los taninos condensados son oligdmeros o poligémeros de unidades flavan-3-ol unidas,
generalmente, a través de un enlace carbono-carbono entre el anillo A de un flavanol y el anillo
pirano de otro. Se les conoce también como proantocianidinas ya que, al ser calentadas en
disoluciones de etanol catalizadas en medio acido, se descomponen a antocianidinas (Dai y
Mumper, 2010). Las principales unidades en los taninos condensados son la catequina y la
epicatequina, de los que derivan las procianidinas que son los taninos méas abundantes, junto
con otros como la prodelfinidina y la probinetidina (Shirmohammadli et al., 2018).

Los taninos complejos resultan de la combinacion entre los flavan-3-oles y galotaninos o
elagitaninos. Son compuestos de alto peso molecular que se han encontrado en especies como
el roble y el castafio. Los florotaninos estan formados por floroglucionol y existen diversos
tipos en funcién del tipo de enlace entre las unidades de floroglucinol y el nimero de grupos
hidroxilo (Fraga-Corral et al., 2021).
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1.3 PROCESOS PARA LA EXTRACCION DE COMPUESTOS
ANTIOXIDANTES

Para poder extraer compuestos fendlicos con capacidad antioxidante de matrices vegetales
es necesario seleccionar una técnica de extraccion que resulte apropiada y que mantenga las
propiedades bioactivas de los compuestos extraidos. Algunos factores que resultan clave en los
procesos extractivos son la temperatura del proceso, el disolvente empleado, el tiempo, la
relacion solido/liquido y el tamafio de particula. Para poder obtener rendimientos de extraccion
elevados y extractos con buenas propiedades antioxidantes es necesario optimizar los factores
que afectan al proceso de extraccion para cada matriz vegetal en particular. Las etapas a seguir
en la planificacion de los procesos de extraccion suelen comenzar por un analisis preliminar,
en donde se estudia de manera independiente la influencia de cada factor en el proceso. Una
vez determinados cuales son los factores mas significativos se establecen sus valores 6ptimos
a través de una metodologia basada en disefios de experimentos como el de Box-Behnken o el
disefio central compuesto (CCD), que permiten determinar las condiciones Optimas de
extraccion mediante la realizacion de un numero reducido de experimentos (Xu et al., 2017).

Las tecnologias disponibles para la recuperacion de compuestos bioactivos de materiales
vegetales como los residuos lignocelulésicos objeto de estudio, se pueden clasificar en
tecnologias convencionales y no convencionales.

1.3.1 Tecnologias de extraccion convencionales

Las tecnologias de extraccion convencionales se basan en la extraccion de compuestos
bioactivos mediante la accion de disolventes. Los disolventes mas utilizados en la extraccion
de compuestos bioactivos son el agua, el etanol, el metanol y la acetona, encontrandose que la
polaridad del disolvente afecta al proceso de extraccion. El material previamente preparado,
normalmente seco y molido, se pone en contacto con el disolvente produciéndose la difusion
de los compuestos en su seno. El extracto disuelto se separa de la matriz vegetal mediante
filtracion y posteriormente, el disolvente se evapora para obtener el extracto seco.

El uso de tecnologias convencionales esta ampliamente extendido debido a su bajo coste y
sencillez operacional; sin embargo, en comparacion con las no convencionales, consumen
mayor cantidad de disolvente, los rendimientos de extraccion son mas bajos y el tiempo y la
temperatura de extraccion son mas elevados pudiendo dar lugar a la degradacion térmica de
algunos compuestos (Omeroglu et al., 2019).

Entre estas tecnologias se encuentran la extraccion Soxhlet y la maceracion con disolventes
que son las aplicadas en este trabajo.

e Extraccion Soxhlet

En esta técnica, la matriz vegetal se introduce en el interior de un cartucho de celulosa que
se coloca en el cuerpo del equipo. En la parte inferior del extractor Soxhlet se coloca un balon
que contiene el disolvente y en la parte superior un sistema de condensacion. El disolvente se
calienta hasta su temperatura de ebullicion y al condensar, queda recogido en la cadmara del
Soxhet en donde se pone en contacto con el material produciéndose la extraccion de los
compuestos bioactivos. El disolvente con el extracto se descarga al balon por un efecto de sifon.
El proceso de reflujo del disolvente se repite hasta que se considera completa la extraccion.
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Las principales ventajas de la extraccion Soxhlet son que la matriz vegetal entra en contacto
con el disolvente de manera continua y no requiere etapa de filtracion. Las principales
desventajas de la técnica incluyen el elevado tiempo de operacion, las altas temperaturas de
extraccion, el elevado consumo de disolvente y la imposibilidad de agitacion (Omeroglu et al.,
2019, Osorio-Tobon, 2020).

e Maceracion con disolventes

En la maceracion con disolventes, el material vegetal se pone en contacto directo con el
disolvente y la extraccion puede llevarse a cabo con agitacion, favoreciendo el proceso y en
general, obteniéndose mayores rendimientos de extraccion. La temperatura del proceso es
inferior a la de la extraccion Soxhlet y su principal ventaja es la sencillez del montaje y su bajo
coste. En esta técnica es necesaria una etapa de filtracion para separar el disolvente con el
extracto disuelto de la matriz vegetal. La seleccion del disolvente, la temperatura y el tiempo
son los factores que mas afectan al proceso. La solubilidad de los compuestos fendlicos es alta
en compuestos polares como el agua, el etanol y sus mezclas; trabajar con temperaturas
elevadas favorece la difusion de los extractos y aumentar el tiempo de extraccion favorece el
contacto efectivo entre el disolvente y la matriz vegetal (Osorio-Tobon, 2020).

1.3.2 Tecnologias de extraccién no convencionales

Las tecnologias de extraccién no convencionales surgen como una alternativa a las
convencionales con el objetivo de mejor la eficiencia en la extraccion de antioxidantes a través
de procesos que requieran menor consumo de disolventes y tiempos de extraccion méas cortos.
Algunas de las técnicas mas prometedoras son la extraccion asistida por microondas (EAM), la
extraccion liquida presurizada (PLE), la extraccion asistida por ultrasonidos (UAE) y la
extraccion con fluidos supercriticos (SFE) (Omeroglu et al., 2019, Osorio-Tobon, 2020). En
esta tesis doctoral se aplico la extraccion asistida por microondas.

e Extraccion asistida por microondas (EAM)

La extraccion asistida por microondas esta siendo cada vez mas utilizada en la extraccion
de compuestos fendlicos ya que reduce tanto el tiempo como la cantidad de disolvente en
comparacidn con las tecnologias convencionales (Oroian y Escriche, 2015). Durante el proceso,
se libera energia tanto al disolvente como a la matriz vegetal que puede ser absorbida por las
moléculas del material. Debido a los cambios bruscos de temperatura y a la presion localizada
se ven afectadas las propiedades de las paredes celulares favoreciendo su rupturay la liberacion
de los compuestos bioactivos. Esta técnica resulta eficiente al producirse un calentamiento tanto
de la matriz interna como de la externa sin un gradiente de temperaturas. En la extraccion EAM
hay dos sistemas de operacion: cuando la energia microondas se dispersa al azar se considera
sistema multimodo y estd asociado a sistemas cerrados a alta presion; cuando la energia
microondas esta focalizada en una zona se considera modo simple y se asocia con extracciones
a presién atmosférica (Osorio-Tobdn, 2020).

La temperatura, el disolvente, la potencia de microondas y el tiempo de extraccion son las
variables que mas afectan el proceso de extraccion asistido por microondas. El disolvente
seleccionado debe ser capaz de absorber la energia microondas. En general, temperatura y
potencia altas favorecen la extraccion, aunque estos factores deben ser controlados para evitar
la degradacion de las propiedades bioactivas de los compuestos extraidos. Por esta causa no es
una técnica apropiada en la extraccion de compuestos termolabiles (Xu et al., 2017).
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Recientemente se han desarrollado una serie de técnicas que se basan en los principios de
la extraccion asistida por microondas. Asi, la extraccion por microondas libre de disolventes
(SFEM), que opera a presion atmosférica, se basa en la absorcién de la energia microondas por
el agua contenida en las células vegetales provocando un aumento de la presion en el interior
de las celulas, que provoca la ruptura de las paredes celulares liberando los compuestos
bioactivos. Otra técnica es la que acopla un sistema de vacio a la extraccion por microondas.
Este sistema es apropiado cuando se trabaja con compuestos termolabiles y sensibles a la
presencia de oxigeno (Xu et al., 2017).

e Extraccion liquida presurizada (PLE)

La extraccion liquida presurizada se basa en el uso de disolventes a temperaturas y
presiones altas, en rangos de temperatura hasta 200 °C y presiones entre 4 y 20 MPa. Al trabajar
a estas temperaturas, la viscosidad y la tension superficial del disolvente disminuyen mejorando
la capacidad de penetracidn del disolvente en la matriz vegetal y favoreciendo el proceso de
extraccion de los compuestos bioactivos. Ademas, utiliza cantidades reducidas de disolvente y
los tiempos de extraccion son bajos en comparacion con otras técnicas (Xu et al., 2017,
Omeroglu et al., 2019). Los parametros méas importantes son el disolvente, la temperatura, la
presion, el tiempo y el nimero de ciclos de extraccion. Cuando el disolvente empleado es agua,
se denomina extraccion con agua subcritica (SWE). La SWE opera a temperaturas entre 100 y
375°C y alapresion que permite mantener el agua en estado liquido y que, en estas condiciones,
presenta valores de polaridad similares a los de los disolventes organicos. La extraccion SWE
esta siendo cada vez mas utilizada en la extraccion de productos naturales (Oroian y Escriche,
2015).

e Extraccion asistida por ultrasonidos (UAE)

Este método de extraccion es uno de los mas utilizados y estd asociado a grandes
rendimientos de extraccion, trabajando a baja temperatura y con bajos volimenes de disolvente.
Durante la aplicacion de ultrasonidos se generan ciclos de altas y bajas presiones que dan lugar
al fenébmeno de cavitacion que induce una serie de cambios bruscos de temperatura y presion
en el liquido. Las burbujas formadas implosionan bruscamente en la superficie del material
vegetal, degradandola y permitiendo la penetracion del disolvente y la liberacion de los
compuestos bioactivos. El equipo consiste en un bafio o una sonda de ultrasonidos, de sencillo
funcionamiento y bajo coste (Osorio-Tobon, 2020). El rendimiento de la extraccion por
ultrasonidos se ve afectado por la frecuencia e intensidad de los ultrasonidos, la temperatura, el
tiempo, el tipo y volumen de disolvente y el tamafio de particula de la muestra a extraer (Xu et
al., 2017).

e Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

La extraccion con fluidos supercriticos se basa en las propiedades que presenta el
disolvente cuando esta en condiciones de temperatura y presion superiores a su punto critico,
por lo que se puede comportar tanto como liquido como gas, pudiendo difundir facilmente a
través de los materiales dando lugar a altos rendimientos de extraccion. La extraccion SFE se
lleva a cabo a traves de una primera etapa en la que el fluido supercritico extrae los compuestos
de la matriz vegetal y una segunda etapa en la que los compuestos se separan del disolvente
mediante la reduccion brusca de la presion o mediante el incremento de la temperatura. Los
factores que afectan a la extraccion SFE son el caudal del disolvente, la presion, la temperatura,
el tiempo y las propiedades del material a extraer. La eleccidn del disolvente es clave para la
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viabilidad, toxicidad y coste del proceso y uno de los mas empleados es el CO». Debido a su
baja polaridad a menudo es utilizado en combinacion con un modificador. Los disolventes
modificadores son compuestos polares que se usan en pequefias cantidades, siendo el etanol el
mas empleado (Xu et al., 2017).

1.4 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Una vez extraidos los compuestos bioactivos de las matrices vegetales, es necesario
caracterizarlos en funcion de su actividad antioxidante. Existen numerosos métodos para
determinar la capacidad antioxidante in vitro y debido a los distintos mecanismos empleados
por los compuestos antioxidantes para desactivar los radicales libres, a la diversa naturaleza de
los antioxidantes extraidos y a las sinergias que se producen entre los distintos compuestos
presentes, es necesario aplicar diferentes métodos de determinacion de capacidad antioxidante
para obtener la maxima informacion posible de los extractos (Prior et al., 2005).

Uno de los criterios establecidos para clasificar los diferentes métodos existentes es en
funcién de su mecanismo de actuacion. Asi, se pueden clasificar como métodos HAT, basados
en la habilidad de los antioxidantes de inhibir los radicales libres mediante la donacion de un
hidrogeno, los métodos ORAC (oxygen radical absorbance capacity) y TRAP (total radical
trapping antioxidant parameter). Dentro de los anélisis basados en el mecanismo SET de
donacion de un electréon estan los métodos FRAP (ferric reducing antioxidant power),
CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity) y el método de Folin-Ciocalteu de
determinacion de los fenoles totales. Los métodos basados en la habilidad de inhibir radicales
libres estables, como el ABTS (2,2 -azino-di (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) y el
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) son clasificados por algunos autores dentro de los métodos
SET (Xu et al., 2017), aunque otros autores los clasifican como métodos que utilizan de forma
combinada los mecanismos HAT y SET (Giilgin, 2012, Liang y Kitts, 2014).

A continuacion, se exponen los métodos que se aplicaron en este trabajo.
e Ensayo de Folin-Ciocalteau

El ensayo de Folin-Ciocalteau, o de determinacidn de fenoles totales, es uno de los métodos
mas ampliamente utilizados en el analisis de antioxidantes obtenidos de frutos, plantas y demas
especies vegetales. Se engloba dentro de los métodos de determinacion de capacidad
antioxidante pues determina la capacidad reductora de la muestra. Se basa en la formacion de
un complejo de color azul entre el molibdeno y el tungsteno presentes en el reactivo de Folin-
Ciocalteau al reaccionar con los agentes reductores; este complejo presenta maxima absorcion
en el rango de 700-760 nm (Tan y Lim, 2015; Xu et al., 2017). Inicialmente fue desarrollado
para proteinas, por lo que no es especifico para los compuestos fendlicos, pudiendo reaccionar
con otros compuestos presentes y, por tanto, no sirve para cuantificar los fenoles totales, pero
si que da una estimacion del contenido en fenoles y de la capacidad reductora de la muestra.
Ademas, los resultados obtenidos en este método se han encontrado correlacionados con los
obtenidos en otros métodos de determinacion de capacidad antioxidante (Gilgin, 2012, Xu et
al., 2017).
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e Ensayos de reduccion de iones metélicos

El método FRAP, o poder antioxidante de reduccion férrica, determina la capacidad
reductora de los antioxidantes en base a la medida de la reduccion del complejo férrico
tripiridiltriazina (Fe*3-TPTZ) al complejo ferroso (Fe*?-TPTZ). Este complejo presenta un
intenso color azul con una absorcion méxima a 593 nm. Existe proporcionalidad entre la
absorbancia obtenida y la capacidad de los antioxidantes de reducir el Fe*3 (Xu et al., 2017). El
ensayo FRAP debe realizarse a pH &cido de 3,6 para mantener la solubilidad de hierro. Aunque
se ha puesto en duda la relacion entre la capacidad de reduccion del hierro con la capacidad del
antioxidante para inhibir radicales, se ha demostrado que la reduccion del radical a ion frena la
cadena de propagacion de radicales y que, por tanto, la determinacion del poder reductor de los
compuestos es indicativa de su capacidad de regular el potencial redox. Algunas limitaciones
de este método se relacionan con su incapacidad para determinar la capacidad reductora de
algunos compuestos como los tioles, con un umbral del potencial redox inferior al detectado
por el método (Liang y Kitts, 2014), asi como otros compuestos que reaccionan mas lentamente
y necesitan méas tiempo que el establecido para el método (Gulgin, 2012).

El ensayo CUPRAC de capacidad antioxidante reductora del cobre se engloba también en
este apartado y su metodologia es similar a la del FRAP. En este trabajo se optd por aplicar el
método FRAP al encontrarse mas extendido y poder establecer comparaciones con los
resultados de otros autores.

e Ensayos de inhibicion de radicales libres

Estos métodos se basan en determinar la capacidad de los compuestos para inhibir los
radicales libres. Los métodos ABTS y DPPH son los mas utilizados en la determinacién de la
capacidad antioxidante de materiales vegetales al ser métodos estandarizados rapidos, simples
y reproducibles (Glgin, 2012).

El método ABTS se basa en la capacidad del antioxidante para inhibir el radical libre
ABTS** que se genera por la accién oxidativa del persulfato potasico. Asi, el radical ABTS**
formado, en contacto con los compuestos antioxidantes va perdiendo su color verde, lo cual
puede medirse espectrofotométricamente a 734 nm (Xu et al; 2017). Este método puede
aplicarse tanto a compuestos antioxidantes lipofilicos como hidrofilicos (Liang y Kitts, 2014).

El método DPPH es analogo al ABTS, pero en este caso el radical a inhibir por el
antioxidante es el radical estable DPPH* que no necesita ser generado previamente, como
ocurre con el ABTS*", ya que se encuentra comercialmente disponible. Al poner en contacto el
antioxidante con el radical DPPH, la actividad antioxidante se evalia mediante el seguimiento
de la pérdida de color parpura a 517 nm (Xu et al., 2017). El radical DPPH es lipofilico por lo
que, para asegurar la maxima solubilidad, la reaccion debe llevarse a cabo en disolucion
alcoholica (Liang y Kitts, 2014).

La mayor limitacion de estos métodos es que los radicales libres no estan implicados en
procesos fisiologicos (Liang y Kitts, 2014), ademas de que no se tiene en cuenta el tiempo que
necesita el antioxidante para inhibir el 50% del radical, siendo esta velocidad de inhibicion un
pardmetro importante en los sistemas bioldgicos (Tan y Lim, 2015).

20



INTRODUCCION

e Ensayos de inhibicion de especies reactivas especificas

Estos ensayos se basan en la capacidad de los antioxidantes de inhibir especies reactivas
especificas, tanto ROS como RNS presentes en los sistemas bioldgicos. Asi, existen métodos
para determinar la capacidad de inhibicion del radical peroxilo (RCOO"), del anion radical
superoxido (O2™), del perdxido de hidrégeno (H20>), del radical hidroxilo (HO"), del oxigeno
singulete (*O2), del peroxinitrito (ONOO") y del radical 6xido nitrico (NO*). Existen numerosos
ensayos disponibles para cada una de las especies reactivas.

En este trabajo, los extractos se ensayaron frente al radical 6xido nitrico a través de la
reaccion de Griess en la que el 6xido nitrico que permanece tras la reaccion con el antioxidante
se determina como nitrito. El azoderivado croméforo formado tras la reaccion de Griess se
evalla a 540 nm (Gulgin, 2012).

Los distintos métodos disponibles para determinar la capacidad antioxidante, las diferentes
metodologias existentes para un mismo método y las diferentes formas de expresar los
resultados obtenidos dificultan que se pueda establecer una comparacion entre los resultados
publicados. Aunque la aplicacion de métodos de determinacién de la capacidad antioxidante in
vitro estd ampliamente extendida debido a su sencillez, rapidez y reproducibilidad, hay que
destacar que los ensayos in vitro no tienen por qué presentar similitud con la actividad
antioxidante en los sistemas bioldgicos. Por tanto, el analisis de la capacidad antioxidante de
los extractos deberia estar compuesto de analisis basados tanto en mecanismos HAT como SAT,
abarcando diferentes tipos de radicales y completados con andlisis que identifiquen y
cuantifiquen los compuestos fendlicos individuales, como la espectrometria de masas HPLC
(Tany Lim., 2015).

1.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIMICROBIANA

Ademéas de capacidad antioxidante, los compuestos extraidos de las plantas como
flavonoides, glucdsidos, terpenos y taninos han demostrado también poseer actividad
antimicrobiana. En la actualidad, existe la necesidad de obtener nuevos compuestos
antimicrobianos para hacer frente a la resistencia a los antibidticos que estan desarrollando
numerosas bacterias patdégenas (Ofosu et al., 2020).

Al igual que en el caso de la determinacion de la actividad antioxidante, la seleccion de un
método apropiado es clave en la determinacion de la actividad antimicrobiana.

Uno de los métodos més utilizados es el de difusion radial ya que su preparacion es sencilla
y de bajo coste y no necesita equipos especiales (Tan y Lim., 2015). La técnica se basa en poner
en contacto el extracto con el medio agar inoculado con la bacteria a analizar. El extracto se
puede depositar sobre un disco de papel de filtro o empleando la siembra en pozo (Ferreira et
al., 2004; Sousa et al., 2006). Si el compuesto presenta actividad antimicrobiana, pasado el
tiempo de incubacion, aparece una zona de inhibicion del crecimiento alrededor del disco o
pozo en donde se coloco la disolucion de extracto. Otros métodos disponibles son el ensayo de
dilucién en agar, en donde la muestra esterilizada se mezcla con el agar y se inocula con la
bacteria y la microdilucion en caldo, normalmente caldo Mueller-Hinton, en el que la muestra
diluida a diversas concentraciones se inocula con la bacteria en placas de 96 pocillos (Tan y
Lim., 2015).

21



INTRODUCCION

Lon factores clave para poder establecer resultados comparables son el tamafio del indculo,
la concentracion de bacterias inoculadas en cada placa (10° ufc/ml, unidades formadoras de
colonias) y el tiempo de incubacién al que se determina el valor de concentracion inhibitoria
minima (CIM). El uso de algunos disolventes empleados para compuestos insolubles en agua,
que a determinadas concentraciones pueden resultar toxicos para las bacterias o la tendencia a
precipitar de algunos polifenoles menos polares puede dar como resultado valores de CIM
alterados (Tan y Lim., 2015).
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2 OBJETIVOS

En los procesos que se llevan a cabo en la industria alimentaria, agricola y forestal se
generan una gran cantidad de residuos de caracter lignocelulosico, en la actualidad
infrautilizados y cuyo principal destino es su aprovechamiento energético a través de su
combustion, por lo que resulta de interés la basqueda de vias alternativas de aprovechamiento
de estos residuos que reduzcan su impacto ambiental e incrementen el beneficio econémico de
los procesos.

Basandonos en la propiedades antioxidantes y antimicrobianas de los compuestos fenolicos
presentes en los materiales vegetales, cuyo interés para la industria alimentaria, cosmética o
farmacéutica viene promovido por la demanda actual hacia productos naturales que reemplacen
el uso de aditivos sintéticos, el objetivo de este trabajo es la valorizacion de diversos residuos
lignocelulésicos como fuente de estos compuestos bioactivos de alto valor afiadido.

A este respecto, se propone la obtencion de antioxidantes naturales a partir de residuos
derivados de la industria alimentaria, como la cascara y el erizo de castafia (Castanea sativa),
el involucro de avellana (Corylus avellana) y el pericarpio verde de nuez (Juglans regia, L),
residuos de la industria maderera como restos del cizallado de chapas de eucalipto (Eucalyptus
globulus) y residuos forestales como la madera de acacia (Acacia dealbata), biomasa forestal
derivada de la limpieza de montes (mezcla heterogénea de madera, corteza, hojas y frutos de
Eucalyptus globulus y Pinus pinaster) y hojas de nogal (Juglans major 209 x Juglans regia).

Para la consecucion de este objetivo general, se establecen los siguientes objetivos
especificos:

- Determinar el potencial antioxidante de los residuos a través de una serie de extracciones
preliminares empleando diferentes condiciones de extraccion analizando el efecto del
disolvente, temperatura, tamafo de particula y relacion sélido/liquido. El objetivo es
seleccionar, para cada residuo analizado, aquellas condiciones en las que se obtengan altos
rendimientos de extraccidn junto con extractos de alta capacidad antioxidante. Los extractos
se caracterizaran en base al contenido en fenoles totales y a la capacidad antioxidante
utilizando distintos métodos analiticos como FRAP, DPPH y ABTS.

- Seleccionar en base a los resultados de las extracciones preliminares, aquellos residuos que
por su disponibilidad y sus propiedades pueden tener mayor interés para la industria, para
los que se realizara la optimizacion del proceso de extraccion.

- Para los residuos del procesado de la castafia, optimizar el proceso de extraccion del erizo
de castafia mediante un disefio de experimentos con el objetivo de seleccionar las
condiciones de extraccion, temperatura, tiempo y concentracion de disolvente (disoluciones
acuosas de metanol y etanol), que optimicen el rendimiento y las propiedades de los
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extractos. En base a los resultados del disefio, comparar los extractos de erizo y cascara de
castafia obtenidos en las mismas condiciones respecto al efecto de la temperatura y del
disolvente y modelizar la cinética del proceso.

- Analizar el uso de tecnologias no convencionales de extraccion, como la extraccion asistida
por microondas con el objetivo de reducir el tiempo y aumentar el rendimiento de la
extraccion de erizo y cascara de castafia y chapa de eucalipto; para este residuo, optimizar
el proceso a través de un disefio de experimentos para seleccionar la temperatura, relacion
liquido/solido y tiempo con los que se obtengan los mejores resultados.

- Para las hojas de nogal, establecer a través de un disefio de experimentos, los valores de
temperatura, concentracion de etanol y tiempo que optimizan el proceso en cuanto a
rendimiento de extraccién y propiedades antioxidantes de los extractos.

- Determinar la capacidad de diversos extractos acuosos para inhibir el crecimiento de
diversas bacterias y levaduras. Este aspecto es interesante en cuanto a su futura aplicacion
debido a la cada vez mayor resistencia de los microorganismos a los tratamientos
disponibles.

- Establecer el perfil fendlico de una seleccion de los extractos obtenidos, cualitativamente a
través de espectrometria de masas RP-HPLC-ESI-TOF y cuantitativamente a través de
andlisis LC-MS/MS y UPLC/ESI-QTOF-MS. El objetivo es establecer los compuestos que
contribuyen a las propiedades antioxidantes de los extractos para orientar su futura
aplicacion industrial.
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3 MATERIALES Y METODOS

En este apartado se describen los materiales lignoceluldsicos objeto de este estudio, las
técnicas de extraccion empleadas, los métodos analiticos utilizados para caracterizar los
extractos obtenidos, asi como la planificacion de la experimentacion realizada.

3.1 MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Los materiales naturales que se han estudiado en este trabajo como fuente de compuestos
antioxidantes son residuos generados en las industrias alimentaria y de la madera gallegas y
diversos materiales y residuos forestales:

- Residuos del procesado de la castafa: erizo y cascara de castafia

- Residuos de la industria maderera: chapas de eucalipto

- Residuos del nogal: pericarpio de la nuez y hoja de nogal

- Otros materiales y residuos forestales: involucro de avellana, madera de acacia y
biomasa residual

Durante el estudio no se han tenido en cuenta factores que pueden tener influencia en la
composicion de los materiales tales como la edad, localizacion del arbol, etc.

3.1.1 Residuos del procesado de la castafa: erizo y cascara de castafia

Durante el procesado de la castafia (Castanea sativa) se generan dos residuos
principalmente, la cascara y el erizo (Figura 3.1.1). La cascara de la castafia esta formada por
la piel externa (pericarpio) de aspecto liso y brillante y color marrén oscuro, una cara interna
de aspecto aterciopelado y el tegumento, que es la piel fina pegada a la semilla (parte comestible
de la castafia). La cascara de castafia utilizada en este estudio procede de la empresa gallega
Marron Glacé S.L. (Ourense), dedicada a la produccion de derivados de la castafia. Es un
residuo que se genera en el proceso de pelado en la propia industria y que, actualmente, esta
destinado para la produccién de energia en la propia planta. El erizo de la castafa es la capsula
dura y espinosa que envuelve y protege al fruto. El erizo estudiado proviene de una plantacion
particular de castafios situada en Santiago de Compostela (A Corufia, Galicia). Se trata de un
residuo generado durante la recoleccion del fruto y que, generalmente, se abandona en el monte
lo que puede causar la proliferacion de insectos que pueden dafiar el fruto.
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Figura 3.1.1 Cascara y erizo de la castana

3.1.2 Residuos de la industria maderera: chapas de eucalipto

Los restos del cizallado de chapas de eucalipto (Eucalyptus globulus) analizados en este
trabajo provienen de la empresa Aserpal S.A. (Grupo Losan S.A., Galicia) dedicada a la
industria del tablero. Se trata de residuos generados durante el proceso de obtencion de laminas
de madera de reducido espesor (inferior a 7 mm) que se emplean como recubrimiento (chapas
decorativas) de tableros. Estas chapas decorativas se obtienen a partir de madera en rollo que
ha sido pretratada (coccién en agua a 75°C durante 16 h) para facilitar su corte posterior por
desenrollo. Tras su paso por un tunel de secado, las chapas pasan a una cizalladora para
dimensionarlas. Los recortes generados en el cizallado de las chapas junto con los rechazos del
proceso son los residuos analizados en este estudio (Figura 3.1.2).

Figura 3.1.2 Chapas de eucalipto

3.1.3 Residuos del nogal: pericarpio de la nuez y hoja de nogal

La semilla del nogal (parte comestible del fruto) aparece dentro de un endocarpio duro y
corrugado que a su vez se encuentra dentro de un involucro semi-carnoso (pericarpio) verde y
liso que al secarse se desprende y se vuelve de color negro. Las muestras de pericarpio verde
de nuez (Juglans regia L., variedad Cv. Mellanaise, Figura 3.1.3) analizadas en este trabajo
fueron recogidas en Braganca (Portugal) en una plantacion de nogales cultivados sin la
aplicacién de tratamientos fitosanitarios.
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Figura 3.1.3 Pericarpio de nuez
(Imagen bajo licencia CC-BY-SA 2.0)

La hoja de nogal analizada en este trabajo (Figura 3.1.4) pertenece a la especie hibrida
Juglans major 209 x Juglans regia, una especia caracterizada por su buen crecimiento y
capacidad de adaptacion. Las hojas fueron recogidas en una plantacién localizada en A Corufia
(Galicia).

Figura 3.1.4 Hoja de nogal

3.1.4 Otros materiales y residuos forestales: involucro de avellana, madera de acacia
y biomasa residual

La avellana es el fruto del avellano comdn (Corylus avellana), que se produce en grupos
de uno a cinco, contenidos en un involucro hojoso. Una vez maduro el fruto, el involucro se
abre liberando la avellana. Este residuo verde que recubre la avellana (Figura 3.1.5) es el que
se estudia en este trabajo y ha sido recogido de forma manual en una plantacion particular en
Ourense (Galicia).

Figura 3.1.5 Involucro de avellana
(Imagen bajo licencia CC-BY-SA 3.0)
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La mimosa o acacia (Acacia dealbata) es una especie invasora con gran presencia en
Galicia. La madera de acacia (Acacia dealbata) utilizada (Figura 3.1.6) ha sido recogida de
forma manual en una plantacion particular en Ourense (Galicia).

Figura 3.1.6 Madera de acacia molida

La biomasa residual analizada proviene de la empresa Allarluz S.A., central de biomasa
forestal residual situada en Allariz (Galicia). Los objetivos de la central de Allarluz son dos: la
limpieza de montes y la produccion energética. El residuo forestal analizado en este trabajo
(Figura 3.1.7) es una mezcla heterogénea de madera, corteza, hojas y frutos de Eucalyptus
globulus y Pinus pinaster, principalmente.

Figura 3.1.7 Biomasa residual molida

3.2 PREPARACION DE LOS MATERIALES

Para asegurar la estabilidad y evitar los procesos de degradacion que podrian ocurrir
durante su almacenamiento, los materiales se secaron al aire hasta alcanzar su humedad de
equilibrio, a excepcion del pericarpio verde de nuez que fue congelado a -20°C vy,
posteriormente, liofilizado. Una vez secos, los diversos materiales se molieron para reducir su
tamario (en el caso de las chapas de eucalipto también se realizaron analisis de piezas recortadas
de 0,60 mm x 10 mm x 20 mm) y fueron clasificados por tamafios mediante una tamizadora
electromagnética digital Filtra (FTL-0200), seleccionandose la fraccion de tamafio de particula
comprendido entre 0,1y 2 mm para la cascara y el erizo de castafia y entre 0,1 y 1 mm para el
resto de los residuos estudiados. La fraccion seleccionada se guard6 en bolsas de polietileno
para preservarla de la luz.
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Para determinar el contenido en humedad de cada material se utiliz6 una balanza de
humedades (Sartorius Moisture Analyzer MA30) que se basa en el método termogravimétrico,
donde la muestra es sometida a un proceso de secado a 105°C durante 99 minutos,
proporcionando el contenido de humedad de la muestra a partir de la pérdida de peso que ésta
experimenta durante el proceso.

3.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

La extraccion de los diversos tipos de biomasa se llevé a cabo empleando técnicas de
extraccion convencionales, como la extraccion Soxhlet y la maceracién con disolventes, y
técnicas alternativas, como la extraccion asistida por microondas (EAM). A continuacion, se
describen los distintos procedimientos utilizados.

3.3.1 Extraccion Soxhlet

La extraccion Soxhlet se empled en los experimentos preliminares realizados para el erizo
de castafia (apartado 3.5.1.1). Las extracciones se llevaron a cabo empleando disolventes
organicos (acetona, etanol y metanol) a presion atmosférica y a la temperatura de ebullicion de
cada disolvente. Teniendo en cuenta la capacidad del cartucho de extraccion, la cantidad de
erizo aemplear en cada extraccion fue de entre 8 y 10 g de erizo seco y el volumen de disolvente
necesario para la realizacion correcta de la extraccion fue de 250 ml. El tiempo de extraccién
fue de 15 horas con una frecuencia de sifonado de entre 3 y 5 sifonadas por hora. La disolucion
de extracto obtenida se concentrd en un rotavapor Bichi R-210 para eliminar el disolvente y
recuperar el extracto obtenido. El contenido en extractos referido al material original seco se
obtuvo a partir del sélido que queda en el cartucho de extraccién, una vez seco tras 24 horas en
estufa a 105°C, y se calculé como porcentaje de pérdida de peso respecto al material de partida.

3.3.2 Maceracién con disolventes

Las extracciones aplicando la técnica convencional de maceracion con disolventes se
Ilevaron a cabo, dependiendo de la cantidad de biomasa a extraer, en un reactor de vidrio Pyrex
de 2 L provisto de agitacion mecanica y control de temperatura, 0 en un bafio orbital
(UNITRONIC-OR, Selecta) con agitacion y control de temperatura a una velocidad de
agitacion de 90 rpm (extracciones preliminares, apartado 3.5.1; optimizacion, comparativa y
cinéticas de los residuos de la castafia, apartado 3.5.2; optimizacion de la extraccion de hojas
de nogal, apartado 3.5.4). En el caso concreto del pericarpio de nuez, la extraccion se llevo a
cabo en vaso de precipitados utilizando agitacion magnética (apartado 3.5.1.4). Los disolventes
empleados fueron agua, etanol y metanol puros y en disolucion acuosa.

El procedimiento seguido fue mezclar una cantidad determinada de cada material a extraer
(en peso seco) con la cantidad de disolvente correspondiente a la relacion solido/liquido
establecida en casa caso. La mezcla se calent6 a la temperatura establecida en cada experimento
manteniendo agitacion constante durante el tiempo establecido para cada extraccion. En el caso
de las extracciones realizadas en el reactor, el tiempo se contabiliz6 una vez alcanzada la
temperatura fijada. Transcurrido el tiempo de extraccion, la suspension resultante se filtro a
vacio a través de un embudo Buichner y se lavé abundantemente con agua hasta obtener un color
transparente en las aguas de lavado. En las extracciones con agua, la disolucion de extractos
obtenida junto con los primeros lavados se concentré mediante secado por pulverizacién (spray-
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drying) en un secador Buichi Mini Spray Dryer B-191. En el caso de las extracciones con etanol
y metanol, la disolucién de extractos se concentrd en un rotavapor Buchi R-210. EI material
extraido, una vez lavado, se dejo secar al aire durante 24 horas y luego se mantuvo en una estufa
a 105°C durante otras 24 horas. El porcentaje de extraccion se calculé como el porcentaje de
pérdida de peso del sélido respecto al peso seco del material de partida.

3.3.3 Extraccion asistida por microondas

La extraccion asistida por microondas (EAM) se llevo a cabo en un microondas Discover
SP-CEM utilizando como recipientes viales de Pyrex de 10 ml. El equipo permite agitacion
constante de la muestra y control de temperatura y presion en el vial. Los pardmetros del
microondas se fijaron en los siguientes valores: potencia de 150 W, presidn de extraccion de
250 psi, alto nivel de agitacion, premezclado de 15 s y enfriamiento final de la muestra. La
temperatura, el tiempo, la relacién solido/liquido y la concentracién del disolvente se
establecieron en base a las condiciones de cada experimento. La extraccion asistida por
microondas se aplico en extracciones de erizo y cascara de castafia (apartado 3.5.2.3) y chapas
de eucalipto (apartado 3.5.3) empleando como disolventes agua y disoluciones acuosas de
etanol y metanol.

3.4 CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS

Los métodos empleados para caracterizar los diferentes extractos obtenidos desde el punto
de vista de sus propiedades antioxidantes, capacidad antimicrobiana y perfil fendlico fueron los
siguientes:

e Determinacién del contenido en fenoles totales
e Determinacion de la capacidad antioxidante:
- Métodos basados en la capacidad de los antioxidantes para la reduccién del
Fe* a Fe™ método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) y poder
reductor
- Métodos basados en la capacidad de inhibicion de radicales libres: método
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) y método ABTS (2,2 -azino-di (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico))
- Método basado en la captura de radicales libres especificos: método de
inhibicion del radical 6xido nitrico
e Determinacion de la capacidad antimicrobiana: método de difusion radial
e ldentificacion y cuantificacion de los compuestos presentes en los extractos
mediante espectroscopia de masas RP-HPLC-ESI-TOF, LC-MS/MS y UPLC/ESI-
QTOF-MS.
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3.4.1 Determinacién del contenido en fenoles totales

El contenido en fenoles totales de los extractos se determind mediante el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965).

En un tubo de ensayo se colocaron 0,5 ml de una disolucion acuosa de extracto y se
afiadieron, en el siguiente orden, 2,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu, diluido con agua en una
proporcion de 1/10 (v/v), y 2 ml de una disolucién acuosa de carbonato sodico (75 g/l). La
mezcla se homogeneizd y se mantuvo en un bloque térmico a 50°C durante 5 min. Tras su
enfriamiento se determino la absorbancia a 760 nm. Para las medidas de absorbancia se utilizd
un espectrofotémetro Jasco V-630.

El contenido en fenoles totales se expresé como g de equivalentes de acido galico (GAE)
por cada 100 g de extracto seco, y se determino a partir de la recta de calibrado (Figura 3.4.1)
obtenida con disoluciones de &cido galico (2-40 pg/ml). Los analisis se realizaron por triplicado
tomando como valor final la media de los resultados.

En el caso particular de los extractos de pericarpio de nuez, el contenido en fenoles totales
se determin aplicando algunas modificaciones al método descrito por Singleton y Rossi (1965)
al llevarse a cabo durante una estancia de investigacion realizada en el Instituto Politécnico de
Braganca (Portugal). En este caso, se mezclaron 1 ml de disolucion acuosa de extracto con 1
ml de reactivo de Folin-Ciocalteau. Después de 3 minutos se afiadié 1 ml de disolucion de
carbonato sodico saturado y se ajusto el volumen hasta 10 ml con agua destilada. La reaccién
se mantuvo durante 90 minutos a oscuras y posteriormente, se midio la absorbancia a 725 nm.
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Figura 3.4.1 Calibrado para la determinacion del contenido total en fenoles. Método de Folin-Ciocalteu
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3.4.2 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

El método FRAP se basa en la reduccion del complejo [Fe(lI)-TPTZ] (2,4,6-tripiridil-s-
triazina) a su forma ferrosa [Fe(ll)-TPTZ]. Este complejo de color azulado presenta una
absorcion maxima a 593 nm.

El procedimiento se basé en el método propuesto por Szollosi y Szollsi-Varga (2002) en
donde 0,1 ml de una disolucion acuosa de extractos se transfirieron a un tubo de ensayo donde
se afadieron 3,0 ml de disolucion FRAP. La disolucién FRAP se prepar6 en el momento de su
utilizacion de la siguiente forma: 25 ml de disolucién tampdn de acetato (300 mmol/l y pH=3,6)
se mezclaron con 2,5 ml de disolucién TPTZ (10 mmol/l en &cido clorhidrico 40 mmol/l) y con
2,5 ml de FeCls-6 H20 (20 mmol/l en agua destilada).

Los tubos de ensayo se homogeneizaron y se mantuvieron durante 5 min a 25°C en un
blogue térmico. Transcurrido ese tiempo, se midi6 la absorbancia de las muestras a una longitud
de onda de 593 nm. Los resultados se expresaron como nmol equivalentes de acido ascorbico
(AAE) por mg de extracto en base seca (Maksimovi¢ et al., 2005) y se determinaron a partir de
la recta de calibrado (Figura 3.4.2) obtenida a partir de disoluciones de L-acido ascorbico (0,1-
1 mmol/l). Los analisis se realizaron por triplicado tomando como valor final la media de los
resultados.
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Figura 3.4.2 Calibrado para la determinacion de la actividad antioxidante.
Método FRAP

3.4.2.1 Método del Poder Reductor

En el caso particular del pericarpio de nuez, analizado durante una estancia de investigacion
en el Instituto Politécnico de Braganca, el poder reductor fue determinado segun el
procedimiento descrito por Berker et al. (2007). El poder reductor se basa, en este caso, en la
reduccion del complejo Fe**/ferricianuro a su forma ferrosa Fe?* en presencia de antioxidantes.
Para ello se mezcld 1 ml de disolucion de extracto a diferentes concentraciones (0,01-5 mg/ml)
con 2,5 ml de disolucion tampén de fosfato sédico (200 mmol/l, pH=6,6) y 2,5 ml de
ferricianuro de potasio (1%). La mezcla se incubd a 50°C durante 20 min y posteriormente se
le afiadieron 2,5 ml de &cido tricloroacético (10%). La mezcla fue centrifugada a 1000 rpm
durante 8 min (en una centrifuga refrigerada Centorion K240R-2003). Posteriormente 2,5 ml
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del sobrenadante se mezclaron con 2,5 ml de agua desionizada y con 0,5 ml de cloruro férrico
(1%). La absorbancia se midié a 700 nm, en donde valores altos de la misma indican elevado
poder reductor de la muestra. A partir de la representacion gréfica de la absorbancia frente a la
concentracion de extracto se obtuvo el valor ECso, que indica la concentracion de extracto
necesaria para obtener una absorbancia de 0,5. Bajos valores de ECso estan relacionados con
alta capacidad antioxidante.

3.4.3 Método DPPH

Para determinar la capacidad de los extractos de capturar el radical DPPH* se aplicé el
método propuesto por Barreira et al. (2008) con algunas modificaciones. Se mezclaron 0,3 ml
de disolucién acuosa de extracto, preparada a distintas concentraciones, con 2,7 ml de
disolucion recién preparada de DPPH (6,0-10° M en metanol al 80% (v/v)). La mezcla se agitd
en un mezclador tipo vértex y se mantuvo en reposo y protegida de la luz durante 20 minutos a
temperatura ambiente. La absorbancia de las muestras se determin6 a una longitud de onda de
517 nm.

A partir de los valores de la absorbancia se determind el porcentaje de inhibicion del radical
(PI, %) aplicando la ecuacion 3.1, donde As es la absorbancia de la disolucion de extractos y
Ao es la absorbancia de la disolucion control preparada sin extractos.

PI (%) = [%] - 100 [Ecuacion 3.1]
0

A partir de la representacion grafica del porcentaje de inhibicién frente a la concentracion
de extractos se obtiene la concentracion de extracto con la que se alcanza el 50% de la inhibicion
del radical DPPH (ECsyo).

Los resultados se expresaron como mmol equivalentes de Trolox (TRE) por gramo de
extracto en base seca. Para su célculo se parte de la recta de calibrado (Figura 3.4.3) que se
obtuvo al representar el porcentaje de inhibicidn correspondiente para cada concentracion de
Trolox ensayada (0,04-0,30 mM).
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Figura 3.4.3 Calibrado para la determinacion del equivalente en Trolox de los extractos. Método DPPH
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3.4.4 Método ABTS

Segun Re et al. (1999), a diferencia del método DPPH, el primer paso en el método ABTS
es generar el radical ABTS*" Para ello se mezclaron a volimenes iguales una disolucion de
ABTS (7 mM en agua) con una disolucion de persulfato potésico (2,45 mM). La mezcla se
mantuvo protegida de la luz y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante un minimo de
40 h.

En el momento de analizar la capacidad de inhibicion de los extractos se preparé una
disolucion del radical ABTS*" con agua destilada hasta que la absorbancia de la misma a 734
nm fue de 0,7. En un tubo de ensayo se mezclaron 25 pl de disolucidon acuosa de extractos con
2,5 ml de la disolucion de ABTS*". La mezcla se agit6 en un mezclador tipo vortex y se
mantuvo en reposo y protegida de la luz durante 6 min a temperatura ambiente. Entonces se
midié la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 734 nm. El ensayo se repitio para
distintas concentraciones de extractos.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicién del radical ABTS** de forma analoga a la expuesta
para el método DPPH (ecuacién 3.1) asi como los valores de ECs y el equivalente en Trolox
de los extractos (TRE). La recta de calibrado (Figura 3.4.4) se obtuvo de la representacion del
porcentaje de inhibicién del radical ABTS** frente a la concentracion de Trolox (0,1-2,0 mM).
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Figura 3.4.4 Calibrado para la determinacion del equivalente en Trolox de los extractos. Método ABTS

3.4.5 Método de inhibicion del radical 6xido nitrico

El radical 6xido nitrico (*"NO) se genera de manera espontanea a partir del nitroprusiato de
sodio (SNP) en disolucion acuosa y condiciones fisiologicas (pH 7,4). La reaccion de Griess es
capaz de determinar el nitrito que se produce al reaccionar el radical 6xido nitrico con el
oxigeno a traves de medidas de la absorbancia del cromdforo formado. Los agentes inhibidores
del 6xido nitrico compiten con el oxigeno reduciendo la produccién de nitrito.

La capacidad de atrapamiento del radical NO se determind segun el método descrito por
Sousa et al. (2008). Los extractos se disolvieron en tampon fosfato 0,1 M (pH 7,4). La actividad
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antirradical se determiné en un lector de placas Multiskan Ascent. En primer lugar, 100 pl de
nitroprusiato de sodio (20 mM) se incubaron con 100 ul de cada disolucion de extracto (a
diferentes concentraciones) durante 60 minutos, a temperatura ambiente y bajo el efecto de la
luz. Todas las disoluciones se prepararon en tampon fosfato. Despues de la incubacién, se
afiadieron 100 pl de reactivo de Griess (1% de sulfanilamida y 0,1% de naftiletildiamina en 2%
de acido fosforico) y la mezcla se mantuvo a temperatura ambiente y protegido de la luz durante
10 min. La absorbancia se midi6 a 562 nm. Se determind el porcentaje de inhibicion del radical
NO vy el valor de ECso de manera analoga a los métodos DPPH y ABTS (ecuacion 3.1).

3.4.6 Determinacion de la capacidad antimicrobiana

La capacidad antimicrobiana de los extractos se analizd frente a los siguientes
microrganismos clasificados como bacterias Gram +: Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermis; bacterias Gram -: Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa y levaduras: Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae. Todos ellos fueron
proporcionados por el Departamento de Biologia de la Universidad de Minho (Braga, Portugal).
Las poblaciones bacterianas se mantuvieron a 4°C en agar LB [triptona 1% (p/v), extracto de
levadura 0,5% (p/v), NaCl 1% (p/v) y agar 2% (p/v)] siendo subcultivadas periédicamente a
37°C. Las poblaciones de levaduras se mantuvieron a 4°C en agar YPD [peptona 1% (p/v),
extracto de levadura 2% (p/v), glucosa 2% (p/v) y agar 2% (p/v)] siendo subcultivadas
peridédicamente a 32°C.

La determinacién de la actividad antimicrobiana de los extractos frente a bacterias y
levaduras se basa en una adaptacién del método de difusion radial (Ferreira et al., 2004; Sousa
et al., 2006). En primer lugar, se prepararon suspensiones de los microorganismos a analizar
conteniendo aproximadamente 10® ufc/ml (unidades formadoras de colonias) en agar blando
(0,8% p/v). Se inocularon placas conteniendo medio agar LB en el andlisis de bacterias y medio
agar YPD en el de levaduras con 8 ml de suspensién de microorganismo. Se practicaron
agujeros en el agar (3 mm de profundidad y 4 mm de didmetro) y en cada uno de ellos se
introdujeron 85 pl de disolucion de extracto a distintas concentraciones. Para cada
microorganismo se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM), que es la
concentracion mas baja de muestra ensayada (entre 0,1 y 100 mg/ml) capaz de inhibir el
crecimiento de las bacterias después de 24 h a 37°C y de las levaduras tras 48 h a 32°C. El radio
de las zonas de inhibicion correspondientes a los valores CIM se determino utilizando una regla
con precisién de 0,5 mm. Cada radio de la zona de inhibicidn se determind por triplicado (tres
placas distintas), tomandose como valor final la media de los resultados.

3.4.7 ldentificacion y cuantificacion de los compuestos por espectroscopia de masas

Los analisis por espectroscopia de masas fueron realizados en la Unidad de Espectrometria
de Masas y Protedmica de la Red de Infraestructuras de Apoyo a la Investigacion y al Desarrollo
Tecnologico (RAIDT) de la Universidade de Santiago de Compostela en base a los métodos
que se detallan a continuacion.
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3.4.7.1 Andlisis por espectroscopia de masas RP-HPLC-ESI-TOF

El perfil fendlico de los extractos se determind por RP-HPLC-ESI-TOF (espectroscopia de
masas con ionizacion por electrospray y analizador de tiempo de vuelo acoplada con
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa). Los equipos utilizados fueron un
HPLC Agilent Technologies 1100 y un espectrometro ESI-TOF Bruker Mictotof. Para la
separacion de los compuestos fenolicos presentes se utilizd una columna Zorbax Eclipse XDB-
C18 5 um (4,6 x 150 mm) con una fase movil compuesta por una mezcla de disolvente A (acido
acetico acuoso del 2%) y disolvente B (0,5% de &cido acético en agua/acetonitrilo (1/1, v/v))
con un caudal de 1 ml/min. El analisis fue llevado a cabo en modo de ionizacion negativa y las
condiciones del mismo, asi como el gradiente de elucion se resumen en la tabla 3.4.1.

Tabla 3.4.1 Condiciones del analisis por espectroscopia de masas RP-HPLC-ESI-TOF

Parametro Condicion
Columna Zorbax Eclipse XDB-C18 5 ym (4,6 x 150 mm)
Caudal 1 ml/min
Fase movil A Acido acético 2% en agua
Fase movil B Acido acético 0,5% en agua/acetonitrilo (1/1, v/v)
Analizador TOF (tiempo de vuelo)

Fuente de ionizacion ESI (electrospray)

Voltaje capilar +4,5 kV
Presion del gas nebulizador 32 psi
Flujo de gas seco 12 |/min
Volumen de inyeccién 10 pl
Tiempo (min) % Fase A % Fase B
0 90 10
Gradiente 50 45 55
60 0 100
65 90 10

Se analizaron en las mismas condiciones los siguientes estandares: (+)-catequina hidratada,
(-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina, procianidina B2, quercetina-3-p-D  glucdsido,
quercetina-3-o-rhamnosido, acido elagico, isorhamnetina, kaempferol, acido tanico, (-)-
galocatequina y (-)-acido galico. Las muestras y los estandares fueron disueltos en agua en un
rango de concentracién de 100-200 ppm. Todos los disolventes utilizados fueron de grado
HPLC.

Una vez identificados los compuestos fenolicos presentes en los diferentes extractos
analizados, se llevo a cabo la cuantificacion de los mismos en extractos seleccionados. Para ello
se utilizo un cromatografo acoplado a un espectrémetro de masas LC-MS/MS triple cuadrupolo
API 4000 de AB Sciex Instruments. La columna y el método fueron los empleados en la
caracterizacion con ligeras modificaciones. La fase movil A fue acido acético 0,1% mientras
que la fase B se mantuvo en 0,5% de acido acético en agua/acetonitrilo (1/1, v/v). El gradiente
lineal se resume en la tabla 3.4.2:
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Tabla 3.4.2 Condiciones del analisis por espectroscopia de masas LC-MS/MS

Parametro Condicion

Fase movil A Acido acético 0,1% en agua

Fase movil B Acido acético 0,5% en agua/acetonitrilo (1:1, v/v)

Tiempo (min) % Fase A % Fase B

0 90 10

Gradiente 50 45 55
65 0 100
70 90 10

Las curvas de calibracién obtenidas para los compuestos estandar, que serviran para
cuantificar los diferentes compuestos fendlicos presentes en los extractos, se presentan en la
Tabla 3.4.3.

Tabla 3.4.3 Recta de calibrado para los compuestos estandar analizados mediante LC-MS/MS

Compuesto Rango lineal (mg/l) Recta de calibrado R?
(-)-Acido galico 50-5000 y = 3,07-103x + 5,39-10* 0,9945
Acido elagico 50-5000 y = 2,02-103%x - 1,97-10* 0,9966
(+)-Catequina hidratada 50-5000 y = 8,40-103x + 7,13-10% 0,9981
(-)-Epicatequina 50-5000 y =9,13-103x -2,44-10* 0,9981
(-)-Epigalocatequina 50-5000 y =1,13-10%x - 5,55-10* 0,9837
(-)-Galocatequina 50-5000 y = 1,08-10% - 4,69-10* 0,9922
Quercetina 50-5000 y=2,81-10%x - 1,31-10* 0,9914

3.4.7.2 Anélisis por espectroscopia de masas UPLC/ESI-QTOF-MS

En el caso concreto de los extractos de hoja de nogal, para la identificacion y cuantificacion
de compuestos fendlicos se realiz6 un andalisis UPLC/ESI-QTOF-MS (cromatografia liquida de
ultra alto rendimiento con ionizacion por electrospray y espectrometria de masas de tiempo de
vuelo). Los equipos utilizados fueron el Bruker Elute UHPLC (Billerica) y el Bruker TimsTOF
(Billerica). La separacion de los compuestos se llevo a cabo en una columna Bruker Intensity
Solo C18 2 um (2,1 mm x 100 mm) y un gradiente binario de acido férmico acuoso del 0,1%
para la fase movil Ay 0,1% de acido formico en metanol para la fase mévil B, con un caudal
de 0,25 ml/min. En la tabla 3.4.4 se muestran las condiciones del andlisis y en la tabla 3.4.5 las
rectas de calibrado para cada compuesto estandar analizado.
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Tabla 3.4.4 Condiciones del analisis por espectroscopia de masas UPLC/ESI-QTOF-MS

Parametro Condicion
Columna Bruker Intensity Solo C18 2 ym (2,1 mm x 100 mm)
Caudal 0,25 ml/min
Fase movil A Acido férmico 0,1% en agua
Fase movil B Acido formico 0,1% en metanol
Tiempo (min) % Fase A % Fase B
0 100 0
0,4 95 5
Gradiente 0.5 65 3
7 0 100
12 0 100
12,1 95 5
15 95 5

Tabla 3.4.5 Recta de calibrado para los compuestos estandar analizados mediante UPLC/ESI-QTOF-MS

Compuesto Rango lineal (mg/l) Recta de calibrado R?
(-)-Galocatequina 1-200 y = 8068x + 17932 0,9941
(+)-Catequina hidratada 1-200 y = 15461x + 52943 0,9958
Acido clorogénico 1-1000 y = 8181x + 22563 0,9936
Acido elagico 1-1000 y = 9647x + 38987 0,9959
Epicatequina 1-1000 y = 9780x + 17102 0,9976
Acido ferlico 1-200 y = 3455x + 22085 0,9936
Acido galico 1-1000 y = 3814x + 4250 0,9977
Isorhamnetina 1-200 y = 61453x + 78552 0,9915
Kaempferol 1-200 y = 61712x + 75935 0,9923
Acido neoclorogénico 1-200 y = 10675x + 15125 0,9989
Acido p-cumaérico 1-200 y = 4442x + 4535 0,9972
Procianidina B2 1-200 y = 4014x + 7252 0,9925
Quercetina 1-1000 y = 45006x + 111541 0,9922
Quercetina 3-B-D-glucosido 1-1000 y = 13239x + 42498 0,9836
Taxifolina 1-200 y = 21398x + 28956 0,9903
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3.5 PLANIFICACION DE LA EXPERIMENTACION

A continuacién, se detallan las distintas etapas experimentales que se llevaron a cabo en
este trabajo con los materiales y métodos previamente descritos.

3.5.1 Estudio preliminar de las condiciones de extraccién

En primer lugar, se realiz6 un estudio preliminar de las condiciones de extraccion de cada
uno de los materiales analizados que se detalla a continuacion.

3.5.1.1 Residuos del procesado de la castafia: erizo de castafia

Se realiz6 un estudio preliminar de las condiciones de extraccion para analizar el efecto del
disolvente empleado en el rendimiento y propiedades de los extractos de erizo de castafia. Las
extracciones se llevaron a cabo con acetona (99,5% p/p), etanol (96%, v/v) y metanol (99,5%
p/p) en un extractor Soxhlet a la temperatura de ebullicién del disolvente durante 15 h. También
se realizaron extracciones con agua en un reactor de vidrio Pyrex a 90°C y 1 h con una relacion
solido/liquido de 1/10 (g/ml).

3.5.1.2 Residuos de la industria maderera: chapas de eucalipto

En el caso de las chapas de eucalipto, en primer lugar, se analizé la influencia del disolvente
en el proceso de extraccion del material sin moler (piezas recortadas previamente con unas
dimensiones de 0,60 mm x 10 mm x 20 mm). Las extracciones se llevaron a cabo en un bafio
orbital (UNITRONIC-OR, Selecta) a 90 rpm y con una relacion sélido/liquido de 1/10 (g/ml) a
50°C y 90 min utilizando como disolventes agua, metanol, etanol y disoluciones acuosas de los
mismos al 50% (MeOH 50% y EtOH 50%, v/v). En una segunda etapa se analizo el efecto de
la temperatura en el proceso realizando extracciones con agua, MeOH 50% y EtOH 50% a 75°C
y manteniendo constantes el resto de las condiciones. En una tercera etapa se analizé el efecto
de la molienda de las chapas de eucalipto seleccionando como condiciones de extraccién las
que ofrecieron resultados méas favorables en cuanto a las propiedades de los extractos obtenidos
en las etapas anteriores (agua, EtOH y EtOH 50% a 50°C).

3.5.1.3 Residuos del nogal: pericarpio de la nuez y hoja de nogal

El proceso de extraccion del pericarpio de nuez se llevo a cabo en condiciones ligeramente
diferentes al resto de materiales analizados en este trabajo al llevarse a cabo durante una estancia
de investigacion realizada en el Instituto Politécnico de Braganca (Portugal). Los disolventes
empleados en la extraccion fueron agua a temperatura de ebullicion durante 45 minutos y
relacién sélido-liquido de 1/50 (g/ml) y metanol, etanol y disoluciones acuosas de los mismos
al 50% (v/v), en este caso a temperatura ambiente poniendo en contacto 1,5 g de muestra con
25 ml de disolvente.

En el caso de las hojas de nogal, las extracciones preliminares se llevaron a cabo en un
bafio orbital con control de temperatura y velocidad de agitacion de 90 rpm utilizando como
disolvente etanol al 50% (v/v). La temperatura y el tiempo se fijaron en 50°C y 60 min,
respectivamente, y en este caso, se analizd la influencia de la relacion sélido/liquido en el
proceso de extraccién ensayando las siguientes tres relaciones: 1/5, 1/7,5y 1/10 g/ml.
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3.5.1.4 Otros materiales y residuos forestales: involucro de avellana, madera de acacia y
biomasa residual

Para estudiar el potencial antioxidante de estos residuos forestales se llevaron a cabo
extracciones con agua, etanol, metanol y disoluciones acuosas de los mismos al 50% (v/v) en
un bafio orbital durante 90 min a 50°C fijando la relacion sélido/liquido en 1/10 g/ml.

3.5.2 Estudio del proceso de extraccion del erizo y cascara de castafa

En base a los resultados obtenidos en las extracciones preliminares de erizo de y cascara
de castafia (Vazquez et al., 2008), se planificaron una serie de experimentos para profundizar
en el efecto de diversos factores en el proceso de extraccion y en las propiedades de los extractos
obtenidos que se especifican a continuacion:

3.5.2.1 Optimizacién del proceso de extraccion del erizo de castafia

En primer lugar, se analiz6 la influencia de las condiciones de extraccién sobre el
rendimiento y propiedades de los extractos de erizo de castafia aplicando la Metodologia de
Superficie de Respuesta (MSR). En esta metodologia se aplica un disefio de experimentos con
el objetivo de, en el menor nimero de experimentos posible, determinar las condiciones que
optimizan el proceso. El disefio experimental seleccionado fue el Box-Behnken, que para tres
factores supone la realizacion de doce experimentos ademas de tres réplicas en el punto central.
Los tres factores estudiados fueron, la temperatura (xz, 25-50-75°C), el tiempo (x2, 30-75-120
min) y la concentracion de disolvente (x3, 50-70-90%, v/v). Como disolventes se ensayaron
disoluciones acuosas de etanol y de metanol. En la tabla 3.5.1 se presenta la matriz de disefio.

Las variables dependientes analizadas fueron las siguientes:

- Y1 rendimiento de extraccion (%, g extracto/100 g de erizo seco)

- Y2: contenido en fenoles totales (g GAE/100 g extracto)

- Ya: actividad antioxidante FRAP (nmol AAE/mg extracto)

- Y4: capacidad de inhibicién del radical DPPH (mmol TRE/g extracto)
- Ys: capacidad de inhibicion del radical ABTS (mmol TRE/g extracto)

Los resultados experimentales se analizaron por regresién lineal mediante el software IBM
SPSS Statistics 24 aplicando el método de eliminacion “hacia atrds” y los modelos
matematicos de superficie de respuesta se ajustaron al siguiente polinomio:

_ 3 * 2 3 * .k 3 *2 .,
Yj = Qg + Zi=1 a;x; + Zi=lzj=2>i al'jxi x]' + Zi:l aiiX; [EcuaCIC)n 32]

donde Y; representa la variable dependiente (o variable respuesta), ao, es el término
constante del modelo, a; el coeficiente de los efectos principales, ajj el coeficiente del efecto de
interaccion doble y aii el coeficiente del efecto cuadratico.

Las variables independientes xi* se presentan codificadas en tres niveles: bajo (-1), alto (1)
y medio (0). Para la codificacion se aplicaron las siguientes ecuaciones:
* Xi —XMm

X: = =123 [Ecuacion 3.3]
L Ax
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X1 +x
Xy = % [Ecuacion 3.4]

X —X
Ax = % [Ecuacion 3.5]

siendo x; el valor real de la variable independiente y Xis, X.i los limites superior e inferior de la
variable independiente, respectivamente.

Tabla 3.5.1 Disefo experimental Box-Behnken aplicado al erizo de castana

Variables codificadas Variables sin codificar
EXP . . . Temperatura | Tiempo Concentracion de
X1 X2 X3 C) (min) dliolvente
(%, viv)
1 -1 -1 0 25 30 70
2 -1 0 -1 25 75 50
3 -1 0 25 75 90
4 -1 1 0 25 120 70
5 0 -1 -1 50 30 50
6 0 -1 1 50 30 90
7 0 1 -1 50 120 50
8 0 1 1 50 120 90
9 1 -1 0 75 30 70
10 1 0 -1 75 75 50
11 1 0 1 75 75 90
12 1 1 0 75 120 70
13 0 0 0 50 75 70
14 0 0 0 50 75 70
15 0 0 0 50 75 70

X1, temperatura; x;’, tiempo, x3, concentracion de disolvente

3.5.2.2 Estudio comparativo de extractos de erizo y cascara de castafia

En base a los resultados obtenidos en el disefio experimental del erizo de castafa, en los
que la concentracion dptima de disolvente resultd ser del 50% (v/v), se realizaron extracciones
de erizo y cascara de castafia en las mismas condiciones para comparar ambos materiales y
analizar el efecto de la temperatura y del disolvente en el rendimiento de extraccion y
propiedades de los extractos. Los disolventes utilizados fueron MeOH 50% (v/v), EtOH 50%
(v/v) y agua.

Las temperaturas ensayadas fueron las utilizadas en el disefio experimental aplicado al
erizo de castafia, 25, 50 y 75°C. Como tiempo de extraccion se decidié mantener el
correspondiente a los experimentos 2, 7 y 10 del disefio experimental (Tabla 3.5.1), que fueron
los experimentos en los que, para cada temperatura ensayada, la concentracion de disolvente
fue del 50%. En las extracciones acuosas se decidié mantener el tiempo empleado en las
extracciones preliminares. Asi, las extracciones alcoholicas a 25°C y 75°C se llevaron a cabo
durante 75 min, las realizadas a 50°C durante 120 min y las extracciones acuosas durante 60
min. Las extracciones se realizaron en un bafio orbital con control de temperatura y la relacion
solido/liquido fue de 1/10 (g/ml).
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3.5.2.3 Extraccion asistida por microondas (EAM) de erizo y cascara de castafia

Con el objetivo de comparar la técnica de extraccion convencional utilizada hasta el
momento, maceracion con disolventes, con tecnologias no convencionales, en esta parte del
trabajo se analizo el efecto de aplicar la extraccion asistida por microondas en la extraccion de
erizo y céscara de castafia. Las temperaturas ensayadas fueron 50 y 75°C y los disolventes
empleados MeOH 50%, EtOH 50% y agua. El tiempo se fijo en 15 minutos y la relacion
solido/liquido en 1/10 (g/ml). Las condiciones de la extraccién asistida por microondas fueron
las especificadas en el apartado 3.3.3. A efecto comparativo, se realizaron extracciones
convencionales con MeOH 50% en las mismas condiciones (50 y 75°C y 15 min).

3.5.2.4 Estudio de la cinética del proceso de extraccion de erizo y cascara de castafia

Para analizar la variacion de las propiedades de los extractos de erizo y cascara de castafia
con el tiempo se decidio estudiar la cinética del proceso de extraccion. Las propiedades
analizadas fueron el contenido en fenoles totales (apartado 3.4.1) y la capacidad antioxidante
FRAP (apartado 3.4.2). Las cinéticas de extraccion se analizaron a tres temperaturas (25, 50 y
75°C) y las extracciones se llevaron a cabo mediante maceracion con disolventes. Los
disolventes empleados fueron agua y EtOH 50% y los tiempos de extraccién variaron entre 5y
150 minutos.

Debido a que las curvas de extraccion (concentracion de compuestos bioactivos frente al
tiempo) presentaron una forma similar a las curvas de sorcion-desorcién (contenido en humedad
frente al tiempo), para caracterizar el proceso de extraccion se propuso el modelo matemaético
planteado por Peleg (1988), adaptado al proceso de extraccion de la siguiente forma:

t
K1+ Kt

C(t) = [Ecuacion 3.6]

En esta ecuacion, C(t) es la concentracion/actividad antioxidante de los extractos frente al
tiempo (mg GAE/g material seco y nmol AAE/mg material seco, para las curvas de contenido
en fenoles totales y actividad antioxidante FRAP, respectivamente); t es el tiempo de extraccion
en min; K1 es la constante de Peleg (min-g material seco/mg GAE o min-g material seco /nmol
AAE) y K> es la constante de capacidad de Peleg (g material seco/mg GAE o mg material
seco/nmol AAE).

La constante de Peleg, Ki, esta relacionada con la tasa inicial de extraccion (Bo, mg
GAE/min-g material seco o nmol AAE/ min-mg material seco):

By = — [Ecuacién 3.7]

La constante de capacidad de Peleg, K>, esta relacionada con el contenido en fenoles totales
méaximo o la capacidad antioxidante FRAP maxima en el equilibrio (t—©) (Ce, mg GAE/g
material seco o nmol AAE/mg material seco):

Ce = A [Ecuacion 3.8]

Los parametros se obtienen de la representacion de t/C(t) frente al tiempo, al transformar
la ecuacion 3.6 de la siguiente forma:
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% = K, + K,t [Ecuacion 3.9]

3.5.3 Optimizacién del proceso de extraccion de las chapas de eucalipto

La optimizacion del proceso de extraccion de chapas de eucalipto se llevé a cabo aplicando,
al igual que en el caso del erizo de castafia, la Metodologia de Superficie de Respuesta. En este
caso las extracciones se llevaron a cabo mediante la tecnologia no convencional de extraccion
asistida por microondas (EAM) en las condiciones descritas en el apartado 3.3.3. El disolvente
de extraccion fue EtOH.

Se aplico un disefio experimental Box-Behnken, compuesto de doce experimentos y tres
réplicas en el punto central para los tres factores seleccionados. En este caso los factores a
estudiar fueron la temperatura de extraccion (x1,50-60-70°C), la relacion liquido/solido (xz, 5/1-
7,5/1-10/1 ml/g) y el tiempo (x3, 5-10-15 min). La matriz de disefio se presenta en la Tabla
3.5.2.

Las variables dependientes analizadas fueron:

- Y1 rendimiento de extraccion (%, g extracto/100 g de chapa seca)
- Y2: contenido en fenoles totales (g GAE/100 g extracto)
- Yaz: actividad antioxidante FRAP (nmol AAE/mg extracto)

Los resultados experimentales se ajustaron al polinomio correspondiente a la ecuacion 3.2
tal y como se describe en el apartado 3.5.2.1.

Tabla 3.5.2 Disefio experimental Box-Behnken aplicado a las chapas de eucalipto

Variables codificadas Variables sin codificar
EXP Relacion .
x1" x2" X3" Tem[zfcr)atura liquido/sélido T(l;r?np)o
(ml/g)
1 -1 -1 0 50 5/1 10
2 -1 0 -1 50 7,5/1 5
3 -1 0 1 50 7,5/1 15
4 -1 1 0 50 10/1 10
5 0 -1 -1 60 5/1 5
6 0 -1 1 60 5/1 15
7 0 1 -1 60 10/1 5
8 0 1 1 60 10/1 15
9 1 -1 0 70 5/1 10
10 1 0 -1 70 7,5/1 5
11 1 0 1 70 7,5/1 15
12 1 1 0 70 10/1 10
13 0 0 0 60 7,5/1 10
14 0 0 0 60 7,5/1 10
15 0 0 0 60 7,5/1 10

X1, temperatura; x2’, relacion liquido/sélido; x3', tiempo
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3.5.4 Optimizacién del proceso de extraccion de hojas de nogal

Para la optimizacion del proceso de extraccion de las hojas de nogal, una vez determinada
la relacion sélido/liquido 6ptima de 1/10 g/ml, se aplicd de nuevo un disefio experimental Box-
Behnken compuesto, en este caso, por doce experimentos replicados para las tres variables
independientes seleccionadas, junto con dos réplicas en el punto central (Tabla 3.5.3). Las
variables independientes analizadas fueron la temperatura (X1, 25-50-75°C), el tiempo (x2, 30-
75-120 min) y la concentracion de etanol (xs, 10-50-90%, v/v) y se estudio su efecto sobre las
siguientes variables dependientes:

- Ya: rendimiento de extraccion (%, g extracto/100 g de hoja seca)

- Y2: contenido en fenoles totales (g GAE/100 g extracto)

- Yas: actividad antioxidante FRAP (nmol AAE/mg extracto)

- Y4: capacidad de inhibicién del radical DPPH (mmol TRE/g extracto)
- Ys: capacidad de inhibicion del radical ABTS (mmol TRE/g extracto)

Los resultados experimentales se ajustaron al polinomio correspondiente a la ecuacion 3.2
tal y como se describe en el apartado 3.5.2.1.

Tabla 3.5.3 Disefo experimental Box-Behnken aplicado a las hojas de nogal

Variables codificadas Variables sin codificar
EXP . . . Temperatura | Tiempo Eeapentracion de
X1 X2 X3 C) (min) dliolvente
(%, v/Iv)

1 1 -1 0 25 30 50

2 1 0 25 75 10

3 1 0 25 75 90

4 1 1 0 25 120 50

5 0 -1 50 30 10

6 0 -1 1 50 30 90

7 0 1 1 50 120 10

8 0 1 1 50 120 90

9 1 -1 0 75 30 50

10 1 0 -1 75 75 10

11 1 0 1 75 75 90

12 1 1 0 75 120 50

13 0 0 0 50 75 50

14 0 0 0 50 75 50

X1, temperatura; x2, tiempo, X3, concentracion de disolvente

3.5.5 Caracterizacion de los extractos

Los extractos obtenidos se caracterizaron segun el contenido en fenoles totales
(apartado 3.4.1) y segun la capacidad antioxidante FRAP (apartado 3.4.2), DPPH (apartado
3.4.3) y ABTS (apartado 3.4.4). En los extractos acuosos de erizo y de cascara de castafia,
también se determiné la capacidad de inhibicion del radical 6xido nitrico (apartado 3.4.5). En
el caso de los extractos acuosos de erizo y cascara de castaria, pericarpio verde de nuez y chapas
de eucalipto se determind también su capacidad antimicrobiana. El perfil fendlico de los
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extractos se obtuvo de manera cualitativa mediante anélisis RP-HPLC-ESI-TOF y de forma
cuantitativa mediante LC-MS/MS triple cuadrupolo para los extractos con mayores propiedades
antioxidantes del erizo, de la céscara y de las chapas de eucalipto y mediante la técnica
UPLC/ESI-QTOF-MS para los extractos de hoja de nogal.

3.5.6 Analisis estadistico

En este estudio, tanto las extracciones como los analisis de las propiedades se realizaron
replicados y los resultados se expresaron indicando el valor medio y su desviacion estandar.

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el software IBM SPSS Statistics
24 estableciendo un nivel de significacion del 95%.

Para determinar si existia o no diferencia significativa entre los resultados obtenidos en
distintas condiciones, se aplico el analisis ANOVA de un factor seguido de las pruebas post
hoc, el test HSD Tukey o el T3 de Dunnet, en funcién de si podia o no asumirse la igualdad de
las varianzas.

Para el caso particular de analizar si reducir el tamafio de particula de la chapa de eucalipto
tenia o no efecto sobre el rendimiento y las propiedades de los extractos, se aplicé la prueba T
para muestras independientes.

En los disefios de experimentos realizados, para determinar la validez del modelo se aplico
un analisis de la varianza (ANOVA) que incluye la prueba F para establecer la significancia
global del modelo a un nivel de confianza del 95% y los coeficientes R? y R%corregido. Ademas,
para cada variable dependiente se compararon los valores experimentales y los calculados por
el modelo.

En los andlisis llevados a cabo para la chapa de eucalipto, el erizo y la c&scara de castafia
con el objetivo de asociar las diferentes condiciones de extraccion en grupos de semejanza, se
aplicd un analisis de claster de conglomerados jerarquicos, siendo el algoritmo de clasificacion
utilizado el método del promedio entre grupos y para los calculos se aplico el cuadrado de la
distancia euclidea.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ESTUDIO PRELIMINAR DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION

El objetivo en la extraccidén de compuestos bioactivos de materiales vegetales es conseguir
su liberacion a través de la ruptura de tejidos vegetales o a través de mecanismos de difusion.
Las extracciones basadas en disolventes empleando técnicas tradicionales como la maceracion
0 la extraccion Soxhlet son las mas utilizadas para la recuperacion de compuestos antioxidantes.
El rendimiento del proceso de extraccidn, asi como las propiedades de los extractos obtenidos,
dependen tanto del tipo de disolvente a emplear como del tiempo, de la temperatura y de la
relacion sélido/liquido seleccionados, asi como de las propias caracteristicas fisicoquimicas de
las muestras. Entre los disolventes mas empleados en la extraccion de compuestos fendlicos de
fuentes vegetales estan el metanol, el etanol, la acetona y el agua (Moure et al., 2001; Dai y
Mumper, 2010).

Las propiedades antioxidantes de los extractos obtenidos se determinaron segun los
métodos de contenido en fenoles totales, capacidad antioxidante FRAP y capacidad de
inhibicién de los radicales libres DPPH y ABTS. Los criterios seguidos para la seleccién de
estos métodos se basaron en su amplia aplicacion en la caracterizacion de extractos vegetales,
en su sencillez de uso, asi como en su rapidez, bajo coste y disponibilidad de la instrumentacion
necesaria para su aplicacion (Takashima et al., 2012; Tan y Lim, 2014). Dado que cada método
se basa en unos mecanismos de accion determinados, es necesario analizar los extractos bajo
diferentes métodos para poder obtener una informacion mas amplia de sus propiedades
antioxidantes (Prior et al., 2005). Ademas, la diversidad de protocolos existentes dificulta la
comparacion entre diversos materiales analizados en bibliografia (Tan y Lim, 2014).

Para la determinacion del contenido en fenoles totales se aplic6 el método de Folin-
Ciocalteau. Su sencillez y reproducibilidad hace que sea uno de los mas utilizados para
determinar el contenido en fenoles de extractos vegetales. Estd basado en mecanismos de
oxidacion/reduccion y puede considerarse como método complementario para determinar la
capacidad antioxidante, al dar idea de la capacidad reductora de los extractos. Sin embargo, este
método presenta algunas limitaciones ya que el reactivo puede reaccionar con otros
compuestos, como azucares, aminas alifaticas y aromaticas, acido ascorbico o sulfitos pudiendo
dar lugar a la sobrestimacion del contenido en fenoles totales. A pesar de estas limitaciones, el
método ofrece una estimacion del contenido en fenoles totales y puede ser luego combinado
con otros métodos cuantitativos basados en compuestos estandar como el analisis HPLC (Tan
y Lim, 2014). El método FRAP se basa en la reduccion del Fe** a Fe?* en presencia de
antioxidantes y es un método rapido, sencillo, barato y robusto en comparacién con otros
métodos. Los métodos DPPH y ABTS se basan en la capacidad de los extractos de inhibir estos
dos radicales libres. Ambos métodos son rapidos, reproducibles y sencillos de aplicar (Glgin,
2012; Tan y Lim, 2014). Algunos factores clave a la hora de aplicar estos métodos son la
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concentracion del radical, el tiempo de incubacidn, el volumen de muestra, el tipo de muestra
analizada y su manipulacién, el pH en el caso del radical DPPH o el disolvente empleado (Tan
y Lim, 2014).

Tal y como se explico en el apartado 3.5.1, se realizd un estudio preliminar de las
condiciones de extraccion para cada uno de los materiales analizados en este trabajo. A
continuacion, se muestran los resultados de rendimientos de extraccion y propiedades
antioxidantes de cada uno de los extractos obtenidos.

4.1.1 Residuos del procesado de la castafia: erizo de castafia

Las extracciones preliminares del erizo de la castafia (EC) se llevaron a cabo en un extractor
Soxhlet empleando acetona, etanol y metanol como disolventes. Las extracciones acuosas se
Ilevaron a cabo por maceracion con el disolvente tal y como se describe en el apartado 3.5.1.1.
En la tabla 4.1.1 se muestran los resultados obtenidos para el rendimiento de extraccion, el
contenido en fenoles totales (TFC) y la actividad antioxidante de los extractos segun los
métodos FRAP, DPPH y ABTS.

Tabla 4.1.1 Rendimiento y propiedades antioxidantes de los extractos de erizo de castaha

Rendimiento e I(:r?rﬁzl RPPH ABTS
Extracto | Disolvente o (g GAE/100 g (mmol TRE/g | (mmol TRE/g
(%) AAE/mg
extracto) extracto) extracto)
extracto)

EC.Ac Acetona 2,43+0,252 12,270,792 379+11° 1,540,272 0,70+0,072
EC.Et EtOH 6,54+0,38° 27,85+0,93° 1047+32° 2,00+0,24° 1,530, 10°
EC.Me MeOH 11,05+0,15¢ 28,91+1,21° 2060+20° 3,26+0,29¢ 2,11+0,09¢
EC.A Agua 21,24+0,724 37,64+1,74¢ 2120+73¢ 3,68+0,22°¢ 3,68+0,22¢

En cada columna, letras diferentes indican que existe diferencia significativa entre las medias (p<0,05)

Un andlisis similar fue realizado en un trabajo previo (Vazquez et al., 2008) para la cascara
de castafia (CC) y, a continuacion, se resumen los resultados que se obtuvieron en el mismo con
fin comparativo:

Tabla 4.1.2 Rendimiento y propiedades antioxidantes de los extractos de cascara de castaia (Vazquez et al.,

2008).
. A TFC FRAP
0
Disolvente Rendimiento (%) (g GAE/100 g extracto) (nmol AAE/mg extracto)

Acetona 0,69

EtOH 2,24 26,6 704

MeOH 2,87 32,5 475

Agua 12,2 55,8 3555

Como se puede observar, en el caso del erizo de la castafia, tal y como se encontro para
la cascara, el mayor rendimiento de extraccién junto con los valores mas altos del contenido en
fenoles y actividad antioxidante de los extractos se obtuvieron en la extraccion con agua. Los
extractos metandlicos y etandlicos presentaron también alto contenido en fenoles totales y alta
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capacidad antioxidante, mientras que los resultados mas bajos se obtuvieron para las
extracciones con acetona.

En la figura 4.1.1 se presenta el porcentaje de inhibicion de los radicales DPPH y ABTS,
respectivamente, frente a la concentracion de los extractos de erizo de castafia obtenidos. En la
misma grafica se representa también el porcentaje de inhibicién del Trolox, que es el
antioxidante sintético utilizado como referencia. Se observd que, aunque a valores bajos de
concentracion de extracto, los extractos acuosos EC.A presentaron una capacidad de inhibicion
del radical DPPH similar a la del Trolox, todos los extractos obtenidos resultaron inferiores a
este, tanto en la capacidad de inhibicion del DPPH como del ABTS. Asi, en el caso del radical
DPPH, la inhibicion maxima alcanzada por los extractos, en torno al 80%, fue inferior a la
alcanzada por el Trolox (91,48%). A partir de estas representaciones también se obtuvieron los
valores ECso, que es la concentracion de extracto necesaria para alcanzar un 50% de inhibicién
del radical y que resultaron en los siguientes valores para el radical DPPH: ECso de 0,123 mg/ml
para los extractos de acetona; 0,091 mg/ml para los extractos de etanol; 0,062 mg/ml para los
de metanol y 0,044 mg/ml para los acuosos. Para el radical ABTS los valores obtenidos fueron
los siguientes: ECso de 1,672 mg/ml para los extractos de acetona; 0,841 mg/ml para los
extractos de etanol; 0,589 mg/ml para los de metanol y 0,337 mg/ml para los acuosos. Los
valores ECso de los extractos acuosos resultaron, tanto para el DPPH como para el ABTS
similares a los obtenidos para el Trolox (DPPH ECso = 0,042 mg/ml y ABTS ECso = 0,300
mg/ml). Los valores de ECsp obtenidos para ambos radicales aumentaron en el mismo orden en
que disminuyd la capacidad antioxidante, ya que la concentracion de extracto necesaria para
alcanzar un 50% de inhibicion del radical es mayor cuanto menor es la capacidad antioxidante
del extracto.

Al igual que en el estudio de la cascara de la castafia (Vazquez et at., 2008), se encontrd
una relacion entre la polaridad del disolvente y los resultados obtenidos en las extracciones de
erizo de castafia. Los disolventes de mayor polaridad fueron con los que se obtuvo mayor
rendimiento, asi como mayor capacidad antioxidante de los extractos, quedando ordenados de
la siguiente forma: EC.A > EC.Me > EC.Et > EC.Ac. Esta misma relacion con la polaridad se
encontr6 en otros estudios realizados con corteza de eucalipto (Vazquez et al., 2008), aunque
no en otro tipo de materiales vegetales como la cascara de almendra o el serrin de pino (Pinelo
et al., 2004). Teniendo en cuenta el andlisis estadistico (Tabla 4.1.1.), no se encontrd diferencia
significativa entre los resultados de contenido en fenoles totales de los extractos de erizo
obtenidos con etanol y metanol, ni tampoco entre las propiedades antioxidantes segin FRAP y
DPPH de los extractos acuosos y los obtenidos con metanol.

Finalmente, comparando los resultados obtenidos para ambos materiales (Tablas 4.1.1 y
4.1.2), los rendimientos de extraccion més elevados se obtuvieron en las extracciones con erizo.
Respecto al contenido en fenoles totales, los extractos obtenidos con metanol y etanol
presentaron valores similares para ambos materiales. Sin embargo, no se encontro
correspondencia con su capacidad antioxidante FRAP, puesto que ésta fue considerablemente
superior para los extractos de erizo en ambos disolventes En el caso de los extractos acuosos,
las propiedades antioxidantes de los de cascara fueron superiores a los del erizo. También se
compararon los resultados obtenidos para los extractos acuosos del erizo de castafia con los de
otros materiales similares, obtenidos por extraccién con agua a su temperatura de ebullicion
(Tabla 4.1.3). Se encontr6 que el contenido en fenoles y el valor ECso del DPPH fueron
inferiores a los de las cascara interna y externa de castafia, y superiores a los de la hoja del
castafio (Barreira et al., 2008). Con respecto a los extractos etanolicos del erizo, su contenido
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en fenoles fue superior al de los obtenidos con extraccion por ultrasonidos a temperatura
ambiente por Muji¢ et al. (2011) y del mismo orden que los encontrados para extractos
obtenidos con etanol a temperatura ambiente por Silva et al. (2020).
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Tabla 4.1.3 Propiedades antioxidantes de extractos de distintos materiales

. . TFC
Material dCond|c10n§s (g GAE/100 g Actividad antioxidante Fuente
e extraccion
extracto)
Cascara
interna de 52,0 DPPH-ECs = 0,040 mg/ml
castana
Cascara Agua- T? Barreira et
externa de ebullicion 47,5 DPPH-ECso = 0,033 mg/ml at., 2008
castafa
Hojas de 10,3 DPPH-ECso = 0,170 mg/ml
castafo
Erizo de EtOH 50%-T Muji¢ et
- ambiente 0,49 DPPH-ECsp = 0,014 mg/ml
castafa . al., 2011
(ultrasonidos)
Erizo de B
castana DPPH-ECsp = 0,09 mg/ml
Cascara . ]
interna de EtOH-T DPPH-ECso = 0,06 mg/ml Silva et al.,
castafia ambiente 2020
Cascara
externa de DPPH-ECsp = 0,12 mg/ml
castana
Agua-90°C 18,09 FRAP: 912 nmol AAE/mg
extracto
Corteza de MeOH- T# 201 FRAP: 2199 nmol AAE/mg Vazquez et
eucalipto ebullicion ’ extracto al., 2008
EtOH- T2 223 FRAP: 2146 nmol AAE/mg
ebullicion 2 extracto
Astillas de Aceé?itlg g Gonzalez
mader.a de (hidrolisis DPPH-ECsp = 0,23-0,39 mg/ml et al., 2004
eucalipto .
previa)
Hojas de EtOH 56% - 28.35 Gullon et
eucalipto 50°C ’ al.,2017
. 26,27 (EtOH); DPPH-ECso (mg/ml) = 0,009
’ﬁéﬁs :’: 25,10 (MeOH); (EtOH); 0,011 (MeOH); 0,017
P 21,87 (EtOH 75%) (EtOH 75%)
Madera de 46,0 (EtOH); DPPH-ECso (mg/ml) = 0,006 .
tocon de EtOH, MeOH y 45,11 (MeOH); (EtOH); 0,006 (MeOH); 0,006 Luis et al.,
eucalipto EtOH 75% 44,46 (EtOH 75%) (EtOH 75%) 2014
Corteza de 25,31 (EtOH); DPPH-ECso (mg/ml) = 0,011
tocon de 23,39 (MeOH); (EtOH); 0,012 (MeOH); 0,009
eucalipto 38,25 (EtOH 75%) (EtOH 75%)
FRAP: 1542 nmol AAE/mg Piwowarska
Biomasa MeOH 50% - 25.78 extracto Gonzyélez-
forestal 75°C ’ DPPH-ECsp = 0,083 mg/ml Alvarez
ABTS-ECs0 = 0,698 mg/ml 2012
Biomasa EtOH 30% - FRAP: 1901 nmol AAE/mg Xavier et
forestal 75°C 30,3 extracto al., 2019
ABTS-ECs0 = 0,63 mg/ml v
Involucro de Agua y MeOH 0,218 (agua) Cabo et
avellana 80% -70°C 1,301 (MeOH 80%) al., 2020
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Tabla 4.1.3 (Continuacién) Propiedades antioxidantes de extractos de distintos materiales

s TFC -
Material Condiciones de (8 GAE/100 g Actividad Fuente
extraccién antioxidante
extracto)
. EtOH 50% - T* .
Piel ;joestaa\ijeallana ambiente 5,88 0,052 Ivano;z)czgt al.,
(ultrasonidos)
Cascara de Acetona 61% -
50°C 1,12 Yuan et al., 2018
avellana .
(ultrasonidos)
Cortezay a
duramen de Meg!-l- T 521,(1)4(§c0rteza) Yildiz et al., 2018
Acacia dealbata ambiente +19 (duramen)
Corteza de Acacia AI;:\Z%I:i 88%{; 30,45 (EtOH 80%) Suleiman y Brima,
seyal a .y 30,93 (MeOH 80%) 2020
T2 ambiente
Pericarpio de Agua, T? 326 DPPH-ECso = 0,59 Oliveira et al.,
nuez (Mellanaise) ebullicion ’ mg/ml 2008
DPPH-ECs = .

. Agua, T? i Pereira et al.,
Hojas de nogal ebullicién 0’1:]; /?],joz 2007
Hojas de nogal MeOI-.i,."I' 12,11 Akin et al., 2013

ebullicion

4.1.2 Residuos de la industria maderera: chapas de eucalipto

Como se explico en el apartado 3.5.1.2, las chapas de eucalipto preparadas en piezas
rectangulares de 0,60 mm x 10 mm x 20 mm se extrajeron con agua, metanol, etanol y sus
disoluciones acuosas al 50%, utilizando la técnica de extraccion de maceracion con disolventes.
Posteriormente, se analiz6 el efecto de la temperatura en el proceso realizando extracciones a
50 y 75°C. Aunque se hicieron también pruebas a 25°C, como los rendimientos de extraccion
obtenidos fueron muy bajos se descartd seguir trabajando con esta temperatura. En una Gltima
etapa, se analiz6 también el efecto de reducir el tamafio de particula empleando chapas de
eucalipto molidas y tamizadas, con un tamafio de particula entre 0,1 y 1 mm. En la tabla 4.1.4
se resumen los resultados obtenidos en cada condicion experimental ensayada.

En primer lugar, se analizaron los resultados obtenidos para la chapa de eucalipto sin moler.
Se observo que, tanto para la temperatura de 50°C como para la de 75°C, los rendimientos de
extraccion mas elevados se obtuvieron utilizando MeOH 50% como disolvente, mientras que
el disolvente con el que més bajos rendimientos se alcanzaron a ambas temperaturas fue el agua.
Por otra parte, al aumentar la temperatura de 50 a 75°C se obtuvieron rendimientos mas
elevados para todos los disolventes empleados. Un incremento de la temperatura esta
relacionado, en general, con un aumento del rendimiento de extraccién ya que aumenta tanto la
solubilidad como el coeficiente de difusion de los compuestos fenolicos. Otras propiedades
como la viscosidad y la tension superficial de los disolventes disminuyen cuando se eleva la
temperatura, lo que favorece su acceso a la muestra. Ademas, el calentamiento favorece la
ruptura de los tejidos, facilitando el proceso de liberacion de los compuestos fenélicos (Al-Farsi
y Lee, 2008; Dai y Mumper, 2010; Gonzalez et al., 2017; Tchabo et al., 2018).
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Tabla 4.1.4 Rendimiento y propiedades antioxidantes de los extractos de chapa de eucalipto

Chapa de Condiciones Rendimiento TFC I(::rﬁZI DPPH ABTS
£ Pa de r (g GAE/100 (mmol TRE/g | (mmol TRE/g
ucalipto . (%) AAE/mg
extraccion g extracto) extracto) extracto)
extracto)
’;gt’ca 2,47+0,20° | 73,23+3,48% | 7308+1382 8,30+0,30° | 4,83:0,442bcd
MeOH 4,70+0,08% | 77,42+1,63% | 7017+¢195% | 8,10+0,382 | 4,16+0,78cd
500C ) i ) ) i 76 i ) i ) ) 61 )
EtOH 2 8 ab f e b b
S0°C ,87:0,54 85,71+2,20 7787104 9,67+0,06 5,94+0,23
Me?glgo”‘ 5,82+0,37%% | 67,611,670 | 6538+189¢ | 7,9210,25% | 523:0,14°
Sin moler EtOH 50%
bt 5,78:0,20° | 70,23+1,28™ | 6695:169>¢ | 7,85:0,092 | 5,130,212
’;gt‘é‘ 4,08:0,14% | 64,95:2,24% | 58371699 | 7,40:0,31<9 | 5,460,182
Me%ig% 7,8340,29" | 64,23:0,68° | 5629:2429 | 7,39:0,230 | 4,740,19¢
Etg;g% 7,26:0,21°f | 65,28:2,14 | 5635:4219 | 6,98:0,25¢ | 4,32:0,05¢
Agua 3,84+0,29 68,39+3,62 6470187 8,54+0,31 5,79+0,22
50°C (DS) (DS) (DS) (NDS) (DS)
Molida EtOH 4,35+0,1 78,96+6,94 6707301 8,47+0,31 5,63:0,18
50°C (DS) (DS) (DS) (DS) (NDS)
EtOH 50% 7,89:0,12 70,93+2,55 6031242 8,17+0,23 5,76:0,20
50°C (DS) (NDS) (DS) (DS) (DS)

En cada columna, letras diferentes indican que existe diferencia significativa entre las medias (p<0,05)
Para las mismas condiciones de extraccion, los codigos DS y NDS indican si existe o no diferencia significativa entre las medias
para la chapa sin moler y molida (p<0,05)

Sin embargo, la temperatura tiene que estar limitada debido a que muchos compuestos
fendlicos presentan inestabilidad térmica pudiendo degradarse a altas temperaturas (Osorio-
Tobdn, 2020). Esto es lo que parece ocurrir en el caso concreto de la chapa de eucalipto sin
moler, en donde tanto los fenoles totales como la capacidad antioxidante de los extractos
disminuyé al aumentar la temperatura, a excepcion de la capacidad antioxidante ABTS de los
extractos obtenidos con agua. Los extractos que presentaron una mayor capacidad antioxidante
fueron los obtenidos con EtOH a 50°C y, desde el punto de vista estadistico, estos valores
resultaron significativamente diferentes al resto de condiciones. Los valores mas bajos fueron,
en general, los de los extractos obtenidos con MeOH 50% y EtOH 50% a 75°C. El
comportamiento de la capacidad de inhibicion del radical ABTS se diferencié de la tendencia
general al ser el valor méas bajo el obtenido con MeOH a 50°C. A 75°C, se obtuvieron extractos
con propiedades antioxidantes muy similares, independientemente del disolvente empleado.

Para analizar el efecto del tamafio de particula sobre el proceso de extraccion se realizaron
extracciones a 50°C, que, como se menciond anteriormente, resultd ser la mas favorable
respecto a las propiedades antioxidantes de los extractos. Como disolventes se seleccionaron
EtOH, para el que se obtuvieron los extractos con las mejores propiedades antioxidantes, asi
como agua y EtOH 50% a efectos comparativos. Los resultados obtenidos estan recogidos en
latabla 4.1.4. Se realizé una comparacién entre los resultados obtenidos con la chapa molida y
sin moler en las mismas condiciones de extraccion a través de un analisis estadistico de
existencia de diferencia significativa entre las medias. Respecto al rendimiento de extraccion,
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para todos los disolventes ensayados los resultados obtenidos con la chapa de eucalipto molida
fueron significativamente superiores a los obtenidos para la chapa sin moler. Varios autores han
recogido que la reduccion del tamafio de particula favorece el proceso de extraccion de
compuestos fenolicos. Al reducir el tamafio de particula, los compuestos fendlicos pueden ser
extraidos con mayor facilidad, ya que aumenta la difusividad del soluto en el disolvente (Moure
et al., 2001; Dai y Mumper, 2010).

Este aumento del rendimiento de extraccion no se correspondié con un incremento en las
propiedades antioxidantes de los extractos de chapa molida, resultando en muchos casos muy
similar o incluso inferior a los resultados obtenidos con la chapa sin moler. Asi, en el caso
concreto del contenido en fenoles totales y de la capacidad antioxidante FRAP, los resultados
fueron mas bajos en todos los casos para la chapa molida, o iguales, desde el punto de vista
estadistico, para el contenido en fenoles totales de los extractos obtenidos con EtOH 50%.
Respecto a la capacidad de atrapamiento de los radicales DPPH y ABTS, este comportamiento
también se mantuvo en el caso de los extractos obtenidos con EtOH. Para los extractos
obtenidos con agua y EtOH 50%, los resultados fueron ligeramente superiores al moler la chapa,
siendo iguales desde el punto de vista estadistico los resultados de capacidad antioxidante
DPPH de los extractos acuosos molidos y sin moler. Esto puede ser debido a que al permanecer
los compuestos extraidos mas tiempo expuestos a la temperatura del proceso que en el caso del
material sin moler, se produjo una degradacion de estos, resultando disminuida su capacidad
antioxidante (Dai y Mumper, 2010; Tchabo et al., 2018).

En la figura 4.1.2 se muestra la capacidad de inhibicién de los radicales DPPH y ABTS de
los extractos de chapa de eucalipto sin moler con la mayor y menor actividad antioxidante,
EtOH a 50°C y EtOH 50% a 75°C, respectivamente, junto con los extractos etandlicos que
presentaron la mayor capacidad antioxidante obtenidos con EtOH a 50°C empleando la chapa
molida. Se presenta también la capacidad antioxidante del compuesto de referencia Trolox,
observando que, para ambos radicales, los extractos de chapa de eucalipto presentaron una
capacidad superior a la de este antioxidante sintético. Asimismo, la inhibicibn maxima
alcanzada por los extractos (entre 89,26% y 90,13% para el radical DPPH y entre 90,35% y
93,90% para el radical ABTS) es del mismo orden que la alcanzada por el Trolox para el DPPH
(91,48%) vy superior a la alcanzada por el ABTS (73,71%). Se encontr6 ademas que el
porcentaje de inhibicion de ambos radicales result6 dependiente de la concentracion de extracto.
Asi, el menor valor de ECsg se obtuvo con los extractos de mayor capacidad antioxidante (EtOH
a 50°C sin moler), siendo de 0,016 mg/ml para el método DPPH y 0,146 mg/ml para el ABTS.
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Figura 4.1.2 Porcentaje de inhibicion de los radicales DPPH (a) y ABTS (b) de extractos de chapa de eucalipto
sin moler y molida, comparados con los del compuesto de referencia Trolox

Comparando con otros materiales derivados del eucalipto (Eucalyptus globulus) (Tabla
4.1.3), los resultados obtenidos para la chapa de eucalipto fueron superiores a los obtenidos
para la corteza de eucalipto (Vazquez et al., 2008), a las astillas de madera de eucalipto extraidas
con acetato de etilo tras una hidrélisis previa (Gonzéalez et al., 2004) y a las hojas de eucalipto
(Gullén et al., 2017). Respecto a los resultados obtenidos por Luis et al. (2014) para extractos
metanolicos y etandlicos de astillas, madera de tocén y corteza de tocén, aungue el valor del
contenido en fenoles totales fue mayor en los extractos de chapa, los valores de ECsg para el
DPPH fueron més altos y, por tanto, su capacidad antioxidante resultd inferior.
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En base a los resultados obtenidos para la chapa de eucalipto y teniendo en cuenta que la
reduccién de tamarfio no conllevé una mejora significativa de las propiedades antioxidantes de
los extractos, se decidid continuar el estudio de la chapa utilizando el material sin moler.

Para los extractos utilizando el material sin moler, el andlisis estadistico para determinar si
existen o no diferencias significativas entre los resultados obtenidos en las distintas condiciones
resultd6 complejo de interpretar. Por ello, para facilitar la interpretacion de los resultados se
decidio aplicar un andlisis de clusters.

El analisis de clusters, también conocido como analisis de conglomerados, busca las
similitudes existentes entre un grupo de variables, clasificandolas en grupos homogéneos en los
cuales las variables de cada grupo son lo mas parecidas entre si y diferentes a las del resto de
grupos. Para realizar el analisis es necesario establecer un criterio de similitud, en este caso el
criterio de asignacion elegido fue la similitud entre las propiedades de los extractos (contenido
en fenoles totales y propiedades antioxidantes FRAP, DPPH y ABTS). Para los célculos se
aplico el cuadrado de la distancia euclidea y el algoritmo de clasificacion seleccionado fue el
método del promedio entre grupos. Una vez formados, los conglomerados se representaron
como dendogramas, donde en el eje de abscisas se muestran los casos analizados y en el de
ordenadas, los diferentes niveles de similitud entre los que se van agrupando los casos
(Rodriguez-Jaume y Mora, 2001). Para interpretar los dendogramas, la lectura se realiza de
izquierda a derecha. Las lineas verticales de su interior indican el punto de unién entre los
distintos casos, la cual puede relacionarse con el eje de ordenadas, en donde se indica la
distancia a la que tiene lugar la unién entre grupos. De esta forma, cuanto mayor sea esta, mas
diferencia existira entre los grupos y seran mas heterogéneos. Por el contrario, distancias mas
pequefias indican conglomerados mas homogéneos. De este modo, en funcién de la distancia a
la que se detenga el proceso, habra mayor o menor nimero de conglomerados. Para tomar esta
decision, un criterio valido es establecer el punto de corte cuando el salto en las distancias a las
que se produce la fusion de los clusters ocurre de forma brusca (De la Fuente, 2011).

La figura 4.1.3 muestra el dendograma obtenido tras aplicar el andlisis de clusters a las
propiedades antioxidantes de los extractos de la chapa de eucalipto sin moler. Se observa que a
la distancia de 1 se forma un anico cluster integrado por los extractos obtenidos con
disoluciones al 50% de MeOH y EtOH a 50°C. A una distancia de aproximadamente 3 se forma
otro cluster formado por los extractos obtenidos con estos mismos disolventes, pero a la
temperatura de 75°C. A la distancia de 6, al cluster formado por los extractos obtenidos con
MeOH 50% y EtOH 50% a 50°C se unen los obtenidos con agua y a la distancia de 10 se unen
los obtenidos con MeOH a la misma temperatura. Los extractos obtenidos con agua a 75°C se
unen al cluster de extractos a 75°C a una distancia de 8. Se decidi6 considerar la distancia de
corte en aproximadamente 11, por lo que el dendograma final estaria compuesto por tres
clasters: un primer cluster formado por los extractos obtenidos a 50°C con MeOH 50%, EtOH
50% vy agua; un segundo cluster formado por los extractos obtenidos a 75°C, que se
corresponden con los que presentaron mas bajas propiedades antioxidantes y un altimo cluster
formado unicamente con los extractos obtenidos con EtOH a 50°C, que, como se ha visto
anteriormente, fueron los de mayor contenido en fenoles totales y mayor capacidad antioxidante
segun los métodos aplicados.
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Figura 4.1.3 Dendograma correspondiente a las propiedades antioxidantes de los extractos de chapa de
eucalipto sin moler

4.1.3 Residuos del nogal: pericarpio de la nuez y hoja de nogal

Los extractos del pericarpio de la nuez se obtuvieron mediante maceracion con disolventes
(Apartado 3.5.1.4). Las extracciones se llevaron a cabo con agua a temperatura de ebullicién y
con EtOH, MeOH, EtOH 50% y MeOH 50% a temperatura ambiente. En la tabla 4.1.6 se
recogen los resultados obtenidos para el rendimiento de extraccion, el contenido en fenoles
totales y la capacidad antioxidante de los extractos, determinada en este caso concreto en base
al poder reductor y capacidad de atrapamiento del radical DPPH, como se explicé en el apartado

3.4.
Tabla 4.1.6 Rendimiento y propiedades antioxidantes de los extractos de pericarpio de nuez
Pericarpio Rendimiento TFC Poder DPPH
P Disolvente o (g GAE/100 reductor
de nuez (%) mmol TRE/g
g extracto) ECso(mg/ml) extracto ECso(mg/ml)
Ta
ebullicion Agua 44, 11+1,112 4,040,192 2,16+0,062 0,22+0,012 0,72+0,02*
1/50 g/ml
EtOH 3,90+0,86° 5,19+0,562° 1,68+0,182b 0,33+0,03° 0,49+0,17°
Ta
ambiente MeOH 11,26+1,06°¢ 6,58+0,23 1,65+0,06° 0,41x0,01¢ 0,38+0,01b¢
1’5/5/ 215 EtOH 50% | 20,21:1,03¢ | 8,49:0,24c 0,95+0,02¢ 0,530,040 | 0,33:0,02¢
g/m
MeOH 50% 17,662,259 8,15+0,25¢ 1,14£0,14¢ 0,46+0,03¢4 0,34+0,02¢<4

En cada columna, letras diferentes indican que existe diferencia significativa entre las medias (p<0,05)
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El rendimiento de extraccion del pericarpio de nuez resulté significativamente dependiente
del disolvente y de las condiciones de extraccion. El valor mas bajo se obtuvo con EtOH
(extraccion a temperatura ambiente) y el mas alto con agua, que resultd ser once veces superior
al rendimiento obtenido empleando etanol. Al igual que en el analisis del erizo de la castafia, se
encontré una dependencia del rendimiento de extraccion con la polaridad del disolvente,
aumentando el rendimiento a medida que aumentd la polaridad (EtOH < MeOH < agua).
Ademas del disolvente, la mayor temperatura empleada en el caso del agua (temperatura de
ebullicién frente a temperatura ambiente) y una menor relacion solido/liquido (1/50 g/ml frente
a 1,5/25 g/ml) pudieron estar relacionadas con los rendimientos obtenidos. De este modo, al
aumentar la temperatura de extraccion, al igual que ocurrio para la chapa de eucalipto, se
favorecio el proceso de extraccion (Al-Farsiy Lee, 2008; Dai y Mumper, 2010; Gonzélez et al.,
2017; Tchabo et al., 2018). Respecto a la relacion solido/liquido, el rendimiento fue mayor a
menor relacion solido/liquido (1/50 g/ml). Cuanto mayor es la relacién sélido/liquido, mayor
es la cantidad de s6lido que esta en contacto con el mismo volumen de disolvente pudiéndose
producir su saturacion (Gonzalez et al., 2017). Por el contrario, al disminuir la relacién
solido/liquido se favorece el proceso de transferencia de materia al aumentar la fuerza
impulsora, que promueve que los antioxidantes pasen del material al seno del disolvente
(Tchabo et al., 2018).

Respecto al contenido en fenoles totales, los valores mas altos se obtuvieron con EtOH
50% y los més bajos con agua. Los extractos obtenidos con MeOH 50% presentaron un
contenido en fenoles totales ligeramente inferior a los obtenidos con EtOH 50%, aunque iguales
desde el punto de vista estadistico. Otros autores también han encontrado que la recuperacion
de compuestos fenolicos de muestras vegetales se ve favorecida por el empleo de disoluciones
de alcoholes frente a sistemas de un solo componente (Spigno et al., 2007; Chew et al., 2011).

El poder reductor del pericarpio de nuez se determind, como se indicé en la parte de
Materiales y Métodos (apartado 3.4.2.1), mediante un método alternativo al método FRAP. A
diferencia de éste, en donde el poder reductor se expresé como equivalente de &cido ascérbico,
en este caso se expreso a través del valor de ECso, que indica la concentracion de extracto a la
que la absorbancia tomo el valor de 0,5. Se considera que valores bajos del ECso estan
relacionados con un poder reductor elevado de la muestra (Berker et al., 2007). En la figura
4.1.4 se muestra la evolucion del poder reductor de los diferentes extractos en funcién de la
concentracion de estos. En base a los resultados que se presentan en la figura 4.1.4 y en la tabla
4.1.6, los extractos con mayor poder reductor fueron los obtenidos con EtOH 50%. No obstante,
estos valores resultaron, desde el punto de vista estadistico, equivalentes a los obtenidos con
MeOH 50%. Tampoco se encontro diferencia significativa entre el poder reductor de los
extractos obtenidos con EtOH y MeOH. Los extractos acuosos, al igual que con el contenido
en fenoles totales, son los que presentaron menor poder reductor.
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Figura 4.1.4 Poder reductor de los extractos de pericarpio de la nuez

Respecto a la capacidad de atrapamiento del radical DPPH (Figura 4.1.5), de nuevo los
valores més elevados se obtuvieron con las disoluciones de etanol y metanol al 50% y los mas
bajos con agua. Tal y como se observa en la figura, la capacidad de inhibicion del radical fue
dependiente de la concentracion de extracto tendiendo a un valor de inhibicion maxima de entre
el 82% vy el 90% para concentraciones de extracto superiores a 1 mg/ml. Este valor del
porcentaje de inhibicion fue similar al alcanzado por el Trolox, sin embargo, se puede observar
que la concentracion a la que este lo alcanza (ECso = 0,042 mg/ml) fue mucho mas baja que las
obtenidas con los extractos de pericarpio de nuez, presentando estos una capacidad antioxidante
DPPH inferior a la del compuesto empleado como referencia.
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Figura 4.1.5 Porcentaje de inhibicion del radical DPPH de los extractos de pericarpio de nuez comparados con
los del compuesto de referencia Trolox
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Comparando los resultados con los obtenidos por Oliveira et al. (2008) para la misma
variedad de cultivo (Mellanaise) (Tabla 4.1.3), los extractos acuosos obtenidos en este trabajo
presentaron una capacidad antioxidante inferior, aunque los extractos etanolicos y metanolicos
resultaron superiores.

Por otra parte, respecto al otro residuo del nogal analizado, en un trabajo previo se habian
utilizado las hojas de nogal para la obtencion de aceites esenciales mediante un proceso de
hidrodestilacion, en el cual ademas de obtener el aceite esencial, se produjo la extraccion acuosa
de otros compuestos, por estar la hoja fresca de nogal en contacto con agua a su temperatura de
ebullicién. Los extractos acuosos obtenidos, después de eliminar el agua por secado por
pulverizacion, fueron analizados segln sus propiedades antioxidantes resultando un contenido
en fenoles totales de 26,70 g GAE/100 g extracto y actividad antioxidante FRAP de 26,70 nmol
AAE/mg extracto. Estos resultados confirmaron el alto potencial antioxidante de las hojas de
nogal, por lo que se decidi6 continuar el estudio del proceso de extraccion, utilizando la técnica
convencional de maceracion con disolvente. Asi, en este estudio preliminar se analizé la
influencia de la relacion sélido/liquido en el proceso, seleccionando como disolvente EtOH
50%, temperatura de 50°C y tiempo de una hora. En la tabla 4.1.7 se muestran los resultados
obtenidos para las tres relaciones solido/liquido ensayadas.

Tabla 4.1.7 Rendimiento y propiedades antioxidantes de los extractos de hoja de nogal

Relacion soélido/liquido Rendimiento (%) TFC FRAP
(g/ml) (g GAE/100 g extracto) (nmol AAE/mg extracto)
1/5 25,82 + 0,25 23,67 + 0,682 1246 + 482
1/7,5 27,04 + 0,42° 24,91 = 0,41° 1350 + 53°
1/10 27,86 + 0,04° 25,28 + 0,80° 1512 + 61¢

En cada columna, letras diferentes indican que existe diferencia significativa entre las medias (p<0,05)

Se observo que, al igual que para el pericarpio de nuez, a medida que la relacion
solido/liquido disminuyé de 1/5 a 1/10 g/ml, aument6 el rendimiento de extraccion obtenido.
Al disminuir la relacién sélido/liquido se favorece el paso de los compuestos bioactivos de la
hoja de nogal hacia el disolvente (Tchabo et al., 2018) y se evita la saturacién del mismo
(Gonzalez et al., 2017).

En cuanto al contenido en fenoles totales y la capacidad antioxidante FRAP de los extractos
se observo el mismo comportamiento, ambos aumentaron a medida que disminuyo la relacion
solido/liquido empleada. En el caso del rendimiento y el contenido en fenoles totales, no se
encontro diferencia significativa entre las extracciones realizadas a 1/7,5 y a 1/10 mg/ml. Se
decidid seleccionar la relacion sélido/liquido de 1/10 mg/ml para continuar la experimentacion
con la hoja de nogal, al ser la que proporcion6 una mayor capacidad antioxidante de los
extractos. Ademas, las relaciones sélido/liquido superiores dificultaban la correcta agitacién del
material con el disolvente afectando al proceso. Se descartd realizar pruebas a menores
relaciones sélido/liquido por consideraciones econdémicas y ambientales (Tchabo et al., 2018).
Los resultados obtenidos fueron superiores a los obtenidos para el pericarpio de nuez (Tabla
4.1.6) y a los obtenidos para hojas de Juglans regia L. extraidas con MeOH (AKkin et al., 2013)
y del orden de los obtenidos por Gullén et al. (2017) para hojas de eucalipto (Eucalyptus
globulus) (Tabla 4.1.3).
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4.1.4 Otros materiales y residuos forestales: involucro de avellana, madera de acacia
y biomasa residual

En este caso se analiz6 el potencial antioxidante de estos tres subproductos forestales
utilizando como método de extraccion, la maceracion con disolventes a 50°C (Apartado
3.5.1.4). Los disolventes seleccionados fueron agua, MeOH, EtOH y sus disoluciones acuosas
al 50%. Los resultados obtenidos para el rendimiento de extraccidn, contenido en fenoles totales

y capacidad antioxidante se muestran en la tabla 4.1.8.

Tabla 4.1.8 Rendimiento y propiedades antioxidantes de los extractos de involucro de avellana, madera de

acacia y biomasa residual

Rendimiento TFC FRAP DPPH ABTS
Extracto | Disolvente %) (g GAE/100 g | (nmol AAE/mg | (mmol TRE/g | (mmol TRE/g

° extracto) extracto) extracto) extracto)

Agua 30,06£0,92° | 5,52+0,442 537+232 0,47+0,032 0,68+0,032

volucro EtOH 25,15:0,732 | 11,27+0,17° 801+18b 0,75:0,01° 1,1520,04¢
de MeOH 28,29:0,31> | 12,03:0,22¢ 826230 0,83:0,01¢ 1,39+0,08¢
avellana | eoopson | 32,41 41,026 | 13,430,208 96112 1,05:0,01¢ | 1,70:0,01°
MeOH 50% | 31,02:0,06° | 12,29+0,88b< 881+53b¢ 0,970,01¢ | 1,54:0,01%

Agua 8,85+0,662 8,910,452 659+172 0,47+0,012 1,12+0,092

EtOH 11,0240,4120 | 27,86+0,72° 1889+17° 1,67+0,01¢ 3,02+0,08"

Mziirciade MeOH 12,2341,96® | 25,3120, 49¢ 1733218¢ 1,40£0,04> | 2,710,04¢
EtOH 50% | 16,330,57¢ | 25,69+1,62b 14884634 1,47+0,02° 2,73+0,05¢

MeOH 50% | 14,92+0,38b¢ | 24,04:0,82¢ 1408+19¢ 1,42+0,00° 2,56+0,01¢

Agua 7,36+0,032 19,27+0,392 978192 1,360,012 2,3240,122

EtOH 10,23:0,07° | 13,14+0,56° 579+45b 0,68+0,05b 1,19:0,09°

'fézmsa? MeOH 11,88+1,06° | 17,50+0,50¢ 891+11¢ 1,17+0,032 1,9520,11¢
EtOH 50% | 11,82+0,89° | 21,82+0,22¢ 1198+28¢ 1,96£0,11¢ 2,53+0,04¢

MeOH 50% | 10,73:0,41° | 25,70+0,40° 1496+10¢ 2,23+0,04¢ 2,96+0,06¢

En cada columna para cada material, letras diferentes indican que existe diferencia significativa entre las medias (p<0,05)

En el caso del involucro de avellana y de la madera de acacia se encontro que el rendimiento
de extraccion fue significativamente dependiente del disolvente empleado. Para ambos
materiales, los disolventes con los que se obtuvo un mayor rendimiento fueron las disoluciones
acuosas de EtOH y de MeOH al 50% no encontrandose diferencia significativa entre ellos.
Como se observa, el rendimiento mas bajo se obtuvo con EtOH para el involucro de avellana 'y
con agua para la madera de acacia. Para el involucro de avellana, tal y como se encontro para
otros materiales como el erizo de castafia o el pericarpio de nuez, el rendimiento aumento con
la polaridad del disolvente (EtOH < MeOH < agua). Respecto a la biomasa residual, no se
encontraron diferencias significativas entre los valores del rendimiento para EtOH, MeOH y
sus disoluciones acuosas, pero si con el agua, disolvente para el que se obtuvo el valor méas bajo
de rendimiento.

Respecto al contenido en fenoles totales y propiedades antioxidantes de los extractos, los
resultados obtenidos para los tres materiales resultaron ser significativamente dependientes del
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disolvente a emplear. Los extractos acuosos de involucro de avellana y de la madera de acacia
presentaron los mas bajos contenidos en fenoles totales y actividad antioxidante segun los
métodos FRAP, DPPH y ABTS. Los extractos de involucro de avellana con mayores
propiedades antioxidantes se obtuvieron con EtOH 50%. No obstante, no se encontraron
diferencias significativas con las propiedades de los extractos de MeOH 50%, excepto para el
método DPPH. En cuanto a la madera de acacia, los extractos de mayor capacidad antioxidante
se obtuvieron con EtOH. Asimismo, para este material, no se encontré diferencia significativa
ni en el contenido en fenoles totales ni en la capacidad de inhibicién de los radicales DPPH ni
ABTS entre los extractos obtenidos con MeOH, MeOH 50% y EtOH 50%. Para los extractos
de biomasa forestal, sin embargo, se observd una mayor influencia del disolvente sobre las
propiedades antioxidantes. Los valores mas bajos se obtuvieron con EtOH y los més altos con
MeOH 50%. Las propiedades antioxidantes aumentaron en el siguiente orden: EtOH < MeOH
< agua < EtOH 50% < MeOH 50%.

Como ya se encontr( para el pericarpio de nuez, en el caso del involucro de avellana y de
la biomasa residual, la recuperacion de compuestos fenolicos se vio favorecida por el empleo
de disoluciones acuosas de MeOH y EtOH frente al disolvente puro (Spigno et al., 2007; Chew
et al., 2011). Sin embargo, este comportamiento no se encontrd en otros materiales estudiados
en este trabajo como la chapa de eucalipto o la madera de acacia.

En la figura 4.1.6 se muestra la capacidad de inhibicion frente a los radicales DPPH y
ABTS de los extractos de involucro de avellana, madera de acacia y biomasa forestal obtenidos
con el disolvente que proporcion6d los mejores valores de las propiedades antioxidantes. Se
observé que la capacidad de inhibir ambos radicales fue dependiente de la concentracion de
extracto y resultd inferior a la obtenida para el Trolox. En el caso del DPPH, la inhibicion
méaxima alcanzada fue del 80%. Para este radical, el extracto que mayor capacidad de inhibicion
presento fue el de biomasa forestal obtenido con MeOH 50%. Para el radical ABTS, los mejores
resultados correspondieron a los del extracto de madera de acacia obtenido con EtOH. Para
cada extracto, los valores del ECso para el DPPH y ABTS fueron los siguientes: para los
extractos de involucro de avellana obtenidos con EtOH 50%, 0,155 mg/ml para el radical DPPH
y 0,988 mg/ml para el ABTS; para los extractos de madera de acacia obtenidos con EtOH, 0,096
mg/ml para el DPPH y 0,556 mg/ml para el ABTSy, finalmente, para los extractos de biomasa
forestal obtenidos con MeOH 50%, 0,076 mg/ml para el DPPH y 0,668 mg/ml para el ABTS.
Estos valores resultaron todos superiores a los ECso correspondientes al Trolox (para el DPPH
de 0,042 mg/ml y para el ABTS de 0,300 mg/ml).

Comparando los resultados obtenidos con los de materiales similares publicados por otros
autores (Tabla 4.1.3), se encontr6 que el extracto de involucro de avellana analizado presentd
mayor capacidad antioxidante que los extraidos con agua y MeOH 80% a 70°C por Cabo et al.
(2020) y que los extractos de cascara de avellana obtenidos por extraccion con ultrasonidos
(Yuan et al., 2018), siendo del mismo orden de los obtenidos por ultrasonidos a partir de piel
de avellana tostada con EtOH 50% (lvanovi¢ et al., 2020).

Los extractos etanolicos de madera de acacia obtenidos en este trabajo fueron comparables
a los obtenidos para la corteza de la misma especie con MeOH y superiores a los del duramen
(Yildiz et al., 2018). También presentaron propiedades similares a los de la corteza de Acacia
seval obtenidos con disoluciones de EtOH y MeOH (Suleiman y Brima, 2020).

Respecto a los extractos de biomasa forestal, los resultados fueron del mismo orden a los
obtenidos para el mismo material con MeOH 50% a 75°C (Piwowarska y Gonzalez-Alvarez,
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2012) y ligeramente inferiores a los obtenidos con EtOH 30% a 75°C (Xavier et al., 2019) en
trabajos previos del grupo de investigacion.
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Figura 4.1.6 Porcentaje de inhibicion de los radicales DPPH (a) y ABTS (b) de extractos con mayor capacidad
antioxidante de involucro de avellana, madera de acacia y biomasa forestal, comparados con los del compuesto
de referencia Trolox
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4.1.5 Relaciones entre propiedades

Tal y como se muestra en la figura 4.1.7, se encontrd una alta relacion lineal positiva entre
el contenido en fenoles totales de los extractos analizados en este trabajo y la capacidad
antioxidante FRAP (R?=0,9492). De la misma forma (Figura 4.1.8), también se encontrd
relacion lineal entre el contenido en fenoles totales y la capacidad de inhibicion frente al radical
DPPH (R?=0,9795) y ABTS (R?=0,9102). Estos resultados demostraron la contribucion de los
compuestos fendlicos a la actividad antioxidante de los extractos, como se encontrd para otros
materiales como extractos derivados de la castafia (Barreira et al., 2008), extractos acuosos de
diversas plantas (Dudonné et al., 2009), extractos de plantas medicinales de la flora
mediterranea (Piluzza y Bullitta, 2011) o extractos de corteza de acacia y rosa del desierto
(Suleiman y Brima, 2020).
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Figura 4.1.7 Correlacion entre el contenido en fenoles totales y la capacidad antioxidante FRAP de los
extractos de erizo de castana (EC), chapa de eucalipto (ChE), hoja de nogal (HN), involucro de avellana (InAV),
madera de acacia (MAc) y biomasa forestal (BF)
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Figura 4.1.8 Correlacion entre el contenido en fenoles totales y la capacidad de inhibicion DPPH (a) y ABTS (b)
de los extractos de erizo de castana (EC), chapa de eucalipto (ChE), pericarpio de nuez (PN), involucro de
avellana (InAV), madera de acacia (MAc) y biomasa forestal (BF)
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También se encontro alta relacion lineal (R?=0,9775) entre las capacidades antioxidantes
FRAP y DPPH teniendo en cuenta todos los extractos obtenidos, tal y como se observa en la
figura 4.1.9.
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Figura 4.1.9 Correlacion entre la capacidad antioxidante FRAP y la capacidad de inhibicion del radical DPPH de
los extractos de erizo de castana (EC), chapa de eucalipto (ChE),involucro de avellana (InAV), madera de
acacia (MAc) y biomasa forestal (BF)

De entre los materiales analizados en el estudio preliminar que mayores propiedades
antioxidantes presentaron, se seleccionaron el erizo y la cascara de castafia, las chapas de
eucalipto y las hojas de nogal para continuar con estudios de optimizacion del proceso de
extraccion y analizar los factores que influyen en este, con el objetivo de obtener no solo
extractos con altas propiedades antioxidantes sino también altos rendimientos de extraccion.
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4.2 ESTUDIO DEL PROCESO DE EXTRACCION DEL ERIZO Y CASCARA DE
CASTANA

Tras analizar el efecto del disolvente en la extraccion de derivados de la castafa, con el fin
de optimizar el proceso de extraccion del erizo de la castafia, se analizo la influencia de otros
factores clave en el proceso, como la temperatura, el tiempo y la concentracién de disolvente
mediante un disefio de experimentos. Posteriormente, se compararon los extractos de erizo y
cascara de castafia obtenidos en las condiciones dptimas seleccionadas, ademas de analizar el
uso de otras técnicas de extraccion no convencionales, como la extraccion asistida por
microondas. Asimismo, se estudio la cinética del proceso de extraccion para ambos materiales.

4.2.1 Optimizacion del proceso de extraccion del erizo de castafia

En esta etapa del trabajo se analizé el efecto de las condiciones de extraccion del erizo de
la castafia con el objetivo de optimizar el proceso para obtener altos rendimientos de extraccion
junto con altas propiedades antioxidantes de los extractos. Los parametros a optimizar fueron
la temperatura, el tiempo y la concentracion de disolvente, ya que ademas de ser de los factores
que mas afectan al proceso de extraccion de compuestos bioactivos de materiales vegetales (Dai
y Mumper, 2010; Tchabo et al., 2018), afectan directamente a los costes energéticos y al
impacto ambiental del mismo (Spigno et al., 2007; Vieira et al., 2017).

Los mejores resultados respecto a rendimiento de extraccion y propiedades de los extractos
de erizo de castafia en los experimentos preliminares se correspondieron con las extracciones
realizadas con agua seguidas de las de metanol. Teniendo en cuenta que las mezclas acuosas de
disolventes orgéanicos han demostrado ser mas efectivas en la extraccion de compuestos
fenolicos de materiales vegetales (Spigno et al., 2007; Tchabo et al., 2018) se decidid
seleccionar disoluciones acuosas de metanol como disolvente para la optimizacion del proceso.
Aunque los resultados obtenidos con etanol fueron inferiores a los del metanol, se decidi
analizar también el efecto de disoluciones acuosas de etanol para minimizar el impacto
ambiental del proceso. El etanol es un disolvente que puede obtenerse de la fermentacion de
biomasa rica en azUcares y es completamente biodegradable (Chemat et al., 2012). Ademas,
como ya se menciond, es un disolvente calificado como GRAS (Generally Recognized as Safe)
por la FDA (Food and Drug Administration) lo que lo hace seguro para su uso en la industria
alimentaria y farmacéutica (Vieira et al., 2017).

El rango de temperaturas seleccionado fue desde temperatura ambiente de 25°C hasta 75°C.
El rango de tiempo seleccionado fue de 30 min como limite inferior a 120 min como limite
superior. El efecto de la concentraciéon de disolvente se estudid analizando concentraciones
entre el 50 y 90% de metanol y de etanol en disolucion acuosa

Para llevar a cabo la optimizacion del proceso se aplico la Metodologia de Superficie de
Respuesta (MSR), una herramienta matematica que ha demostrado ser util en la optimizacion
de procesos de extraccion al optimizar todas las variables del proceso de manera simultanea
dentro del rango experimental seleccionado (Liyana-Pathirana y Shahidi, 2005; Vieira et al.,
2017). Los resultados experimentales para cada variable dependiente a analizar, en este caso
rendimiento de extraccion (Y1, %) contenido en fenoles totales (Y2, g GAE/100 g extracto) y
capacidad antioxidante segin los métodos FRAP (Y3, nmol AAE/mg extracto), DPPH (Y4,
mmol TRE/g extracto) y ABTS (Ys, mmol TRE/g extracto), se ajustaron a un polinomio de

72



RESULTADOS Y DISCUSION

segundo orden que tiene en cuenta el efecto de las variables independientes, las interacciones
dobles entre variables, asi como los efectos cuadraticos (ecuacion 3.2; apartado 3.5.2.1). En la
tabla 4.2.1 se muestran las condiciones de cada experimento, asi como los resultados obtenidos
para las variables dependientes y los valores predichos por el modelo para las extracciones

metandlicas y en la tabla 4.2.2 los correspondientes a las etandlicas.

Tabla 4.2.1 Disefno experimental Box-Behnken aplicado al erizo de castana con disoluciones metandlicas

Rendimiento, Y TFC, Yz FR('rA;rI:\’o\I{3 D:,rzlr:;or4 A(Br;'nrrsr;oTs
exp | | ¢ | [MeOH] %) (gegtArE;c 1tg‘)) €|  AAE/mg TRE/g TRE/g
extracto) extracto) extracto)
°C | min | %, v/v Exp. Pred. | Exp. Pred. | Exp. Pred. | Exp. Pred. | Exp. Pred.
1 25 | 30 70 11,52 11,38 | 19,93 19,05 | 1254 1434 | 1,93 2,08 | 1,97 2,20
2 | 25| 75 50 10,52 10,56 | 26,28 26,33 | 1832 1832 | 2,50 2,45 | 2,67 2,96
3 |25 75 90 13,63 13,73 | 16,88 16,61 | 952 1035 | 1,74 1,72 | 1,48 1,44
4 |25 120 70 12,95 12,96 | 24,73 23,88 | 1482 1434 | 2,17 2,08 | 2,15 2,20
5 |50 | 30 50 11,90 11,72 | 29,74 28,91 | 1770 2097 | 2,98 3,27 | 2,96 3,27
6 |50 30 90 13,05 13,06 | 17,66 19,19 | 1011 1300 | 2,09 2,54 | 1,37 1,75
7 |50 | 120 50 13,07 13,31 | 33,76 33,74 | 2261 2097 | 3,42 3,27 | 3,80 3,27
8 |50 | 120 90 14,71 14,64 | 20,51 24,02 | 1297 1300 | 2,24 2,54 | 1,59 1,75
9 |75 30 70 17,62 17,93 | 28,33 29,05 | 1866 1963 | 2,65 2,87 | 2,55 2,82
10 |75 | 75 50 19,05 18,95 | 33,82 36,32 | 2151 2361 | 2,85 3,24 | 3,04 3,58
11 |75 | 75 90 18,48 18,45 | 29,68 26,61 | 1567 1564 | 2,74 2,50 | 1,95 2,06
12 | 75 | 120 70 19,70 19,52 | 35,98 33,88 | 2050 1963 | 3,24 2,87 | 3,21 2,82
13 |50 | 75 70 13,53 14,42 | 29,43 26,47 | 2183 1698 | 3,24 2,90 | 3,07 2,51
14 |50 | 75 70 15,14 14,42 | 28,26 26,47 | 2034 1698 | 3,18 2,90 | 2,89 2,51
15 |50 | 75 70 14,60 14,42 | 21,99 26,47 | 1764 1698 | 3,18 2,90 | 2,90 2,51
Variables independientes | X"’ Ter;l;é(;ratura Xz,('rl;l]ii?nTPO X3, :/:/stH
codificadas -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1
sin codificar 25 30 75 30 75 120 50 70 90

Exp: resultados experimentales

Pred: valores predichos por el modelo
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Tabla 4.2.2 Diseiio experimental Box-Behnken aplicado al erizo de castaia con disoluciones etandlicas

TFC, Y, FRAP, Y3 DPPH, Y4 ABTS, Ys
Rendimiento, Y g (nmol (mmol (mmol
T2 | t EtOH GAE/100
EXP [EtOH] (%) (gextracto) 8 | AAE/mg TRE/g TRE/g
extracto) extracto) extracto)

°C | min | %, v/v Exp. Pred. Exp. Pred. | Exp. Pred. | Exp. Pred. | Exp. Pred.

1 |25] 30 70 13,72 12,65 | 14,02 14,30 | 977 1035 | 1,19 1,20 | 1,58 1,68
2 |25| 75 50 12,60 13,94 | 17,20 16,65 | 1263 1192 | 1,51 1,45 | 2,25 2,22
3 |25| 75 90 11,82 11,35 | 12,88 11,49 | 709 602 | 0,98 0,95 | 1,33 1,13
4 |25 120 70 12,44 12,65 | 15,38 16,76 | 1028 1035 | 1,21 1,20 | 1,77 1,68
5 |50 30 50 13,62 14,39 | 19,97 20,76 | 1195 1369 | 1,79 1,94 | 2,17 2,59
6 | 50| 30 90 11,91 11,80 | 11,54 11,42 | 729 779 | 0,92 1,03 | 1,38 1,50
7 |50 | 120 50 16,16 14,39 | 24,63 23,23 | 1450 1369 | 1,84 1,94 | 2,43 2,59
8 |50 120 90 12,26 11,80 | 12,70 13,89 | 730 779 | 0,94 1,03 | 1,4 1,50
9 | 75| 30 70 15,35 16,47 | 21,56 20,80 | 1387 1390 | 1,64 1,76 | 2,52 2,41

10 | 75| 75 50 18,93 17,76 | 26,19 27,34 | 1569 1547 | 2,44 2,43 | 3,08 2,95
11 | 75| 75 90 14,95 15,17 | 13,51 13,82 | 948 956 | 1,08 1,10 | 1,46 1,86
12 | 75| 120 70 16,63 16,47 | 24,24 23,27 | 1491 1390 | 1,96 1,76 | 2,78 2,41
13 | 50| 75 70 12,42 13,10 | 19,13 18,78 | 1213 1213 | 1,53 1,48 | 2,35 2,04
14 |50 | 75 70 12,34 13,10 | 19,24 18,78 | 1190 1213 | 1,69 1,48 | 2,22 2,04
15 | 50 | 75 70 12,97 13,10 | 17,90 18,78 | 1203 1213 | 1,53 1,48 | 1,89 2,04

Variables independientes | X"’ Ten:peratura Xz, Tiempo X3, % EtOH
(°C) (min) (v/v)
codificadas -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1
sin codificar 25 30 75 30 75 120 50 70 90

Exp: resultados experimentales
Pred: valores predichos por el modelo

Comparando los resultados obtenidos para los dos disolventes empleados en el disefio, se
observo que los rendimientos obtenidos con disoluciones acuosas de metanol (10,52-19,70%)
estuvieron aproximadamente en el mismo rango que los obtenidos con disoluciones acuosas de
etanol (11,82-18,93%). EI méximo rendimiento de extraccion se obtuvo en el experimento 12
para las disoluciones metandlicas y en el 10 para las etandlicas, ambos realizados a 75°C. En
estas mismas condiciones se obtuvieron también los extractos con mayor contenido en fenoles
totales. Respecto a las propiedades antioxidantes segun los métodos FRAP, DPPH y ABTS, los
valores mas elevados en las extracciones con metanol se correspondieron con el experimento
7, realizado a temperatura de 50°C, 120 min y concentracion de MeOH del 50%. Los valores
mas elevados en las extracciones con etanol se obtuvieron de nuevo en el experimento 10, a
temperatura de 75°C, 75 min y concentracion del 50%. De nuevo, al igual que en los
experimentos preliminares, las propiedades antioxidantes de los extractos metanolicos
obtenidos resultaron superiores a los de los extractos obtenidos con disoluciones acuosas de
etanol.

En las tablas 4.2.3 y 4.2.4 se recogen, para las extracciones metandlicas y etandlicas
respectivamente, los valores de los coeficientes del modelo de segundo orden junto con los
pardmetros estadisticos y la significacion del modelo. Para todas las variables dependientes
analizadas se encontraron modelos significativos al nivel de confianza establecido del 95%
siendo los coeficientes de correlacion elevados (superiores a 0,8) para todos los modelos
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establecidos en las extracciones con disoluciones acuosas de etanol. El ajuste obtenido en las
extracciones con disoluciones acuosas de metanol fue muy alto para los modelos del
rendimiento de extraccién (Y1) y del contenido en fenoles totales (Y2), aunque para el resto de
variables analizadas fue ligeramente inferior a 0,7. La alta correlacién encontrada entre los
valores experimentales y los predichos por el modelo (Tablas 4.2.1 'y 4.2.2) puede visualizarse
en la figura 4.2.1 para el rendimiento de extraccion (a) y el contenido en fenoles totales (b). En
ambas figuras se puede observar que, para ambos disolventes, los resultados se situaron siempre
en torno a la diagonal que representa la igualdad entre los valores experimentales y los

predichos por el modelo.
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Figura 4.2.1 Valores experimentales frente a valores predichos por el modelo para el rendimiento de
extraccion (a) (Y1, %) y el contenido en fenoles totales (TFC) (b) (Y2, ¢ GAE/100 g extracto) del erizo de

castana
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Tabla 4.2.3 Coeficientes del modelo (Ecuacion 3.2) y parametros estadisticos del disefo Box-Behnken para las extracciones metandlicas de erizo de castana

Y1 Rendimiento Y, TFC Y3 FRAP Y4+ DPPH Ys ABTS
Coef. DS valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p

ao 14,423 0,277 0,000 26,465 0,650 0,000 1698,205 61,097 0,000 2,904 0,119 0,000 2,507 0,101 0,000
ay 3,279 0,170 0,000 4,999 0,889 0,000 264,365 83,661 0,008 0,393 0,111 0,005 0,310 0.138 0,044
az 0,793 0,170 0,002 2,415 0,889 0,020 NS NS NS
a3 0,666 0,170 0,006 -4,859 0,889 0,000 -398,479 83,661 0,000 -0,368 0,111 0,007 -0,760 0,138 0,000
an NS NS - NS NS NS
as -0,920 0,240 0,006 NS - NS NS NS
az NS NS - NS NS NS
aiq 1,631 0,250 0,000 NS - NS -0,427 0,163 0,024 NS
an -0,607 0,250 0,045 NS NS NS NS
as; -0,634 0,250 0,039 NS - NS NS NS
R? 0,986 0,862 0,731 0,734 0,747

RZcorr. 0,972 0,825 0,687 0,661 0,705
DS 0,479 2,516 236,658 0,314 0,390

valor p 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000

ao: constante del modelo; a1, a;y as: coeficientes de los efectos principales; a2, a3y azs: coeficientes de las interacciones dobles; a1, azy ass: coeficientes de los efectos cuadraticos

Coef.: valor del coeficiente; DS: desviacion estandar; valor p: probabilidad; NS: coeficiente no significativo para un nivel de confianza del 95%

R? y R%corr.: coeficiente de correlacidn y coeficiente de correlacidn corregido
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Tabla 4.2.4 Coeficientes del modelo (Ecuacion 3.2) y parametros estadisticos del disefo Box-Behnken para las extracciones etandlicas de erizo de castana

Y1 Rendimiento Y, TFC Y3 FRAP Y4+ DPPH Ys ABTS
Coef. DS valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p

ao 13,097 0,328 0,000 18,781 0,441 0,000 1212,657 30,815 0,000 1,483 0,031 0,000 2,041 0,065 0,000
ay 1,726 0,307 0,000 3,253 0,413 0,000 177,219 28,825 0,000 0,279 0,042 0,000 0,364 0,089 0,001
az NS 1,233 0,413 0,015 NS NS - - NS
a3 -1,480 0,307 0,001 -4,670 0,413 0,000 -295,171 28,825 0,000 -0,458 0,042 0,000 -0,545 0,089 0,000
an NS NS NS NS - - NS
a3 NS -2,000 0,584 0,006 NS -0,208 0,060 0,005 - - NS
az NS NS NS NS - - NS
aiq 1,642 0,450 0,004 NS NS NS - - NS
an NS NS NS NS - - NS
as; NS -1,454 0,604 0,040 -138,543 42,195 0,007 NS - - NS
R? 0,861 0,960 0,933 0,940 0,810

RZcorr. 0,823 0,938 0,915 0,924 0,789
DS 0,869 1,168 81,528 0,119 0,252

valor p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

ao: constante del modelo; a1, a:y as: coeficientes de los efectos principales; a2, a3y az: coeficientes de las interacciones dobles; a1, az 'y ass:
Coef.: valor del coeficiente; DS: desviacion estandar; valor p: probabilidad; NS: coeficiente no significativo para un nivel de confianza del 95%

R? y R%corr.: coeficiente de correlacidn y coeficiente de correlacidn corregido

coeficientes de los efectos cuadraticos
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Tal y como se observa en las tablas 4.2.3 y 4.2.4, no todos los parametros de la ecuacion
de ajuste (Ecuacion 3.2) se utilizaron para construir los modelos para cada variable dependiente,
ya que no resultaron ser significativos (p>0,05). Para ambos disolventes, la temperatura y la
concentracion de disolvente fueron los efectos principales mas significativos tanto para el
rendimiento de extraccion como para las propiedades de los extractos. La temperatura afecto
de modo positivo, siendo la variable mas significativa para el rendimiento, contenido en fenoles
totales y actividad antioxidante DPPH para ambos disolventes y para la actividad antioxidante
FRAP en las extracciones con etanol. El efecto principal de la concentracion afecté en modo
negativo en todos los casos, a excepcion de en el rendimiento de las extracciones metandlicas.
En los Unicos casos en los que aparecio el efecto lineal del tiempo fue en el contenido en fenoles
totales para ambos disolventes y en el rendimiento de las extracciones metandlicas, en donde
también aparecio su efecto cuadratico. Las interacciones dobles de las variables independientes
fueron significativas en algunos casos; la interaccion entre la temperatura y la concentracion
causo un efecto negativo en el rendimiento de las extracciones metandlicas y en el contenido
en fenoles totales y actividad antioxidante DPPH de las etandlicas. Respecto a los efectos
cuadraticos, la temperatura ejercidé un efecto positivo en el rendimiento de las extracciones
metandlicas y etandlicas y el tiempo y la concentracion ejercieron efecto negativo en las
extracciones con metanol. Respecto a las propiedades antioxidantes, resultaron negativos los
efectos cuadraticos de la temperatura en los valores de DPPH de los extractos metandlicos y de
la concentracion en el contenido en fenoles y la actividad antioxidante FRAP de los etandlicos.

Los modelos resultantes para cada variable dependiente analizada en funcién de las
variables independientes que resultaron significativas se resumen en la tabla 4.2.5 y en base a
ellos se construyeron las superficies de respuesta en funcién de la temperatura y de la
concentracion de disolvente (Figuras 4.2.2-4.2.5).

Tabla 4.2.5 Ecuaciones del modelo para el disefio experimental Box-Behnken de la extraccion de erizo de

castana
Variable Ecuaciones de ajuste del modelo
dependiente Extracciones metandlicas Extracciones etanélicas
Rendimiento Y Y1=14,423 + 3,279X1‘ + 0,793Xz‘ + 0,666X3*
o ! - 0,920x%¢" x3'+ 1,631 x42- 0,607 x,2 - 13,097+1,726 x1"-1,480x3"+1,642x?
(%) 0,634x32
TFCY; . * y
_ . . . 18,781 + 3,252x¢" + 1,233x2 - 0,4670x3" -
(g GAE/100 g Y2=26,465+4,999x1"+2,415 x;"-4,859x3 2,090 X" X5' - 1,454 x32
extracto)
FRAP Y3 (nmol .
AAE/mg Y3=1698,205 + 264,365 x" - 398,479 x5 1212,657 + 177,219 X1*; 295,171x3 -
138,543x3
extracto)
DPPH Y4 _ . .
(mmol TRE/g ¥4=2,904 + 0,393 x1 - 0,368 x5 - 1,483 + 0,279 x;" - 0,458 x3' - 0,208x;" X3’
0,492 xq
extracto)
ABTS Y5
(mmol TRE/g Ys=2,507 + 0,310 x1" - 0,760 X3 2,041 + 0,364 x1" - 0,545 x3°
extracto)

x1", temperatura codificada; x.’, tiempo codificado; x3’, concentracion de metanol o etanol codificada
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El rendimiento de extraccion, tal y como se muestra en la figura 4.2.2, aumento para ambos
disolventes, al aumentar la temperatura de extraccion en el rango de 25 a 75°C. Como ya se ha
puesto de manifiesto a lo largo de este trabajo, la temperatura favorece el proceso de extraccion
al aumentar la solubilidad de los compuestos a extraer y ablandar la matriz vegetal (Al-Farsi y
Lee, 2008; Dai y Mumper; 2010; Tchabo et al., 2018). Se observo que en el caso de las
extracciones metanolicas, a temperaturas superiores a 50°C, el rendimiento de extraccion
resultd practicamente independiente de la concentracion de disolvente. A valores de
temperatura inferiores a ese valor, el rendimiento de extraccion aumenté al aumentar la
concentracion de MeOH. Sin embargo, en las extracciones con EtOH, se obtuvo un mayor
rendimiento al disminuir la concentracion de disolvente. El tiempo solo resultdé una variable
significativa en las extracciones metanolicas. En estas se observé que, al aumentar el tiempo de
30 a 75 min, aumento también el rendimiento de extraccion mientras que aumentar el tiempo
de 75 a 120 min practicamente no condujo a mejores resultados, siendo estas dos superficies
practicamente idénticas.

Respecto a las propiedades de los extractos, tanto el contenido en fenoles totales como la
actividad antioxidante segun los métodos FRAP, DPPH y ABTS (Figuras 4.2.3, 4.2.4y 4.2.5)
aumentaron al aumentar la temperatura y disminuir la concentracion de disolvente, tanto para
las extracciones metandlicas como para las etandlicas. La capacidad antioxidante de los
extractos fue, por tanto, sensible a la polaridad del disolvente, decreciendo considerablemente
al aumentar su concentracién al valor del 90%. Se puede concluir que los extractos obtenidos
fueron de polaridad intermedia y sensibles a la del disolvente (Thoo et al., 2010).

Para las propiedades de los extractos, el tiempo solo resulté una variable significativa en el
caso del contenido en fenoles totales. Tal y como se observa en la figura 4.2.3, para ambos
disolventes, al aumentar el tiempo de extraccion aumento el contenido en fenoles totales de los
extractos. Este aumento fue méas acusado en las extracciones con MeOH, en donde el valor més
alto alcanzado aument6 de 33,91 g GAE/100 g extracto a 38,74 g GAE/100 g extracto al
aumentar el tiempo de 30 a 120 min. En el caso de las extracciones con EtOH, los resultados
obtenidos para los tres tiempos fueron muy similares entre si, aumentando de 26,14 g GAE/100
g extracto a 28,57 g GAE/100 g extracto al aumentar el tiempo de 30 a 120 minutos.

Respecto a las superficies de respuesta obtenidas para la capacidad antioxidante FRAP
(Figura 4.2.4), DPPH y ABTS (Figura 4.2.5), se encontr6 un comportamiento similar para
ambos disolventes, ya que las propiedades aumentaron al aumentar la temperatura y disminuir
la concentracion de disolvente, obteniéndose los valores mas altos a 75°C y 50% de
concentracion, revelando la presencia de un maximo fuera de la regidén experimental hacia
valores crecientes de temperatura y decrecientes de concentracion de disolvente. En el caso de
la capacidad antioxidante DPPH de los extractos metandlicos, el valor mas alto de la variable
dependiente se alcanzo a 61,25°C y 50% de MeOH revelandose la presencia de un maximo
fuera del rango analizado a valores inferiores de concentraciéon de MeOH.

Teniendo en cuenta el anlisis de todas las superficies de respuesta obtenidas, se
seleccionaron las condiciones dptimas en las que se obtuvieron altos rendimientos de extraccion
junto con altas propiedades antioxidantes de los extractos. Estas condiciones se corresponden
con temperaturas de 75°C y 50% de concentracion de disolvente para ambos disolventes. Para
seleccionar el tiempo éptimo, en el caso de las disoluciones metandlicas se seleccion6 75 min,
ya que el ligero aumento que se obtiene tanto del rendimiento de extraccion como del contenido
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en fenoles totales al aumentar el tiempo a 120 min no compensa el efecto de trabajar a tiempos
mas largos. En el caso de las disoluciones etandlicas, el tiempo Optimo se seleccion6 en 30
minutos. Trabajar a tiempos bajos ademas de reducir el coste del proceso, evita la probabilidad
de que los compuestos fenolicos puedan degradarse disminuyendo sus propiedades (Tchabo et

al., 2018).

En la tabla 4.2.6 se resumen las propiedades de los extractos predichas por el modelo en
las condiciones seleccionadas como optimas, asi como los valores 6ptimos para cada una de las
variables analizadas y las condiciones a las que se alcanzaron.

Tabla 4.2.6 Propiedades de los extractos de erizo de castana en las condiciones optimas

Extracciones metanolicas

Extracciones etandlicas

Valor mas alto en el

Valor mas alto en el

Propiedades rango estudiado 72?5'_?37 rango estudiado 72?8?87
(condiciones en las que |\ ou e n:in (condiciones en las que | £.oL 30 moin
se alcanzan) se alcanzan)
. 19,54
Rendimiento o e i 17,95
Y1 (%) (75 C1-236n/;i2/1)e0H 18,95 (75°C - 50% EtOH) 17,95
TFC 38,74 28,57
Y2 (g GAE/100 g (75°C - 50% MeOH - 36,32 (75°C - 50% EtOH - 120 26,11
extracto) 120 min) min)
FRAP
2361 1547
Y3 (nmol AAE/mg (75°C - 50% MeOH) 2 (75°C - 50% EtOH) 1547
extracto)
DPPH
3,36 2,43
Y4 (mmol TRE/g (61,25°C - 50% MeOH) A (75°C - 50% EtOH) 2,43
extracto)
ABTS
3,58 2,95
¥s (mmol TRE/g (75°C - 50% MeOH) 3,58 (75°C - 50% EtOH) 2,95
extracto)
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Figura 4.2.2 Superficie de respuesta para el rendimiento de extraccion (Ys, %) en funcion de la temperatura y
de la concentracion de MeOH (a tiempos de 30, 75 y 120 min) y de EtOH del erizo de castana
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Figura 4.2.3 Superficie de respuesta para el contenido en fenoles totales (Y2, g GAE/100 g extracto) en funcion
de la temperatura y de la concentracion de MeOH y EtOH a tiempos de 30, 75 y 120 min de extractos de erizo

de castaha
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Figura 4.2.4 Superficie de respuesta para la capacidad antioxidante FRAP (Y3, nmol AAE/mg extracto) en
funcion de la temperatura y de la concentracion de MeOH y EtOH de extractos de erizo de castana
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Figura 4.2.5 Superficie de respuesta para la capacidad antioxidante DPPH (Y4) y ABTS (Ys) (mmol TRE/g
extracto) en funcion de la temperatura y de la concentracion de MeOH y EtOH de extractos de erizo de castafa
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4.2.2 Estudio comparativo de extractos de erizo y cascara de castafia

En base a los resultados obtenidos en el disefio experimental del erizo de castafia, en esta
parte del trabajo se realizd un estudio comparativo de los extractos de erizo y cascara de castafia
obtenidos bajo las mismas condiciones de operacion. Los disolventes empleados fueron
disoluciones acuosas de MeOH y EtOH al 50%, concentracion que resultd optima desde el
punto de vista de la actividad antioxidante en el disefio experimental. También se realizaron
extracciones con agua, al ser el disolvente con el que se obtuvieron mejores resultados en los
experimentos preliminares. Con el objetivo de analizar la influencia de la temperatura en el
proceso de extraccion de ambos residuos de la castafia, se realizaron extracciones a 25, 50 y
75°C. Las condiciones de operacion se hicieron coincidir con las correspondientes a los
experimentos del disefio realizados al 50% de concentracion de disolvente para cada
temperatura ensayada (experimentos 2, 7 y 10; tabla 4.2.2). Se mantuvieron los tiempos de
operacion con los que se realizaron los experimentos 2, 7 y 10 (75 y 120 min), asi como el
tiempo empleado en la extraccion con agua en el estudio preliminar (60 min). El tiempo resultd
ser la variable menos significativa en el disefio de experimentos, por lo que se considera que
las diferencias en los tiempos empleados en la extraccién no afectan a la hora de realizar la
comparacion entre los extractos de cascara y erizo de castafia, ni para analizar la influencia del
disolvente ni la temperatura utilizados. En la tabla 4.2.7 se presentan los resultados obtenidos
para el rendimiento de extraccién, contenido en fenoles totales (TFC) y actividad antioxidante
FRAP, DPPH y ABTS y en la figura 4.2.6 se representa el efecto de la temperatura para cada
una de las propiedades de los extractos.

Tabla 4.2.7 Rendimiento y propiedades antioxidantes de los extractos de erizo y cascara de castaia

_ 7 | Rendimiento TFC FRAP DPPH ABTS

Dis. C) (%) (g GAE/100 g (nmol AAE/mg (mmol TRE/g (mmol TRE/g
extracto) extracto) extracto) extracto)

25 | 8,54:0,112 | 20,16« 0,872 1312 + 54° 1,780,012 | 1,79 0,07
Agua | 50 | 12,51+ 0,66% | 20,96 + 1,472 1323 £ 372 2,00£0,30% | 1,98 +0,01°
= 75 | 17,350,070 | 25,27 +1,28 1738 + 50° 2,42+ 0,049 | 2,39 +0,11¢
2 25 | 12,91+0,33> | 17,74 + 0,46¢ 1323 + 82° 1,90£0,01% | 1,64+ 0,03
é M;O%H 50 | 14,81+0,43¢ | 24,93+ 0,84 1683 + 125 2,66 0,01 | 2,26 0,05
2 75 | 19,58+ 0,38 | 27,69 + 0,30¢ 1906 + 85¢ 3,06+ 0,05 | 2,58+ 0,05
5 25 | 11,13:0,83 | 17,15 +0,53¢ 1267 + 752 1,40+ 0,060 | 1,64 +0,08¢
E;g; 50 | 13,27 +1,54% | 23,11 +0,93¢ 1546 + 974 2,12£0,05 | 2,71+0,02%
75 | 18,38 1,03 | 26,45 + 0,97 1840 + 78¢ 2,40 £ 0,119 | 2,74+ 0,04
25 | 2,91:0.24% | 41,57 «1,09° 3053 £ 512 4,930,080 | 3,790,122
L | Agua | 50 | 481:007 | 51,71x154c | 32925119 4,80+ 0,200 | 4,66 + 0,06
5 75 | 8,72+0,62¢ | 56,23 +2,449 3891 + 133¢ 5,84+ 0,08 | 4,88+ 0,08
8 25 | 433:0,69° | 49,07+0,90° | 3285130 | 5,15:0,21%c | 4,66 +0,00°
g | M| 5o | 8810400 | 4873217 3337+ 879 | 5,240,114 | 4,40 +0,31%
g 75 | 12,09+ 0,85¢ | 50,03+ 1,155 | 3353 s149bd | 52540400 | 4,40 + 0,43
2 25 | 4,17:0,54 | 53,53 40,74 3526+ 142¢ | 5,63+0,11% | 4,74+0,11b
s O | 50 | 7542035 | 53,161,380 | 3472:236% | 585:0,11¢ | 485:0,61
75 | 13,27+0,85° | 53,16+1,36 | 3783:230c | 5,36:0,12° | 4,59 +0,10°

En cada columna para cada material, letras diferentes indican que existe diferencia significativa entre las medias (p<0,05)
Dis.: disolvente; T: temperatura
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Para cada material se determind si existe diferencia significativa entre las medias de las
propiedades obtenidas a las diferentes condiciones ensayadas (p<0,05). En el caso del
rendimiento de extraccidn, tanto la temperatura como el disolvente empleado, resultaron ser
factores significativos tanto para la cdscara como para el erizo, siendo los rendimientos del erizo
de castafa superiores a los de la c&scara para todas las condiciones ensayadas. Para ambos
materiales, los menores rendimientos de extraccion fueron los obtenidos con agua a la
temperatura méas baja de 25°C. Los rendimientos mas elevados para ambos materiales fueron
los obtenidos en las extracciones alcoholicas a 75°C, con EtOH 50% en el caso de la cascara 'y
con MeOH 50% en el caso del erizo. Ademaés, para el erizo de castafia, este valor maximo
resultd equivalente, desde el punto de vista del analisis de diferencias significativas, al obtenido
con EtOH 50% a la misma temperatura de 75°C. Tal y como se observa en la figura 4.2.6 (a),
para ambos materiales el rendimiento aumentd al hacerlo la temperatura. Como se ha puesto de
manifiesto a lo largo de este trabajo, el rendimiento de extraccion se ve favorecido al aumentar
la temperatura, al aumentar la solubilidad y el coeficiente de difusion del soluto, ademas de
facilitar que los compuestos fendlicos pasen al disolvente al romperse el tejido vegetal por
efecto del calentamiento (Al-Farsi y Lee, 2008; Dai y Mumper, 2010; Tchabo et al., 2018). Para
una temperatura fija, el rendimiento de extraccion, tanto del erizo como de la castafia, aumento
en el siguiente orden segun el disolvente: MeOH 50% > EtOH 50% > agua, a excepcion de la
extraccion de cascara a 75°C, en donde fue superior el rendimiento obtenido con EtOH 50%.
Comparando ambos materiales, los rendimientos fueron superiores en las extracciones con
erizo de castana.

Respecto a las propiedades de los extractos, a diferencia del rendimiento, los extractos de
cascara presentaron mayor capacidad antioxidante que los de erizo segin los métodos
analizados. El disolvente resulto ser un factor significativo (p<0,05) para las propiedades de
ambos extractos, a excepcion de la capacidad antioxidante FRAP de los extractos de erizo
obtenidos a 25°C y de la capacidad antioxidante ABTS de los de céscara. La temperatura
también resultd significativa en el caso del erizo y de las extracciones acuosas de cascara. Sin
embargo, la temperatura no resulto significativa en las extracciones metandlicas y etandlicas de
cascara de castafia, a excepcion de la capacidad antioxidante FRAP de los extractos con EtOH
50% a 75°C. Este comportamiento se ve reflejado en la figura 4.2.6 (b-e) en donde se observa
también, que en las condiciones en las que la temperatura fue un factor significativo, las
propiedades antioxidantes aumentaron al hacerlo esta. A 25 y 50°C, las propiedades de los
extractos de cascara de castafia fueron dependientes del disolvente en el siguiente orden: EtOH
50% > MeOH 50% > agua; en el caso concreto de la capacidad de inhibicién del radical ABTS,
a 50°C los extractos acuosos presentaron mayor capacidad que los obtenidos con MeOH 50%.
A la temperatura de 75°C las propiedades de los extractos de cascara siguieron el siguiente
orden: agua > EtOH 50% > MeOH 50%. En el caso del erizo de castafia, las propiedades
antioxidantes variaron, a una temperatura fija, en el siguiente orden: MeOH 50% > EtOH 50%
> agua, a excepcion del contenido total en fenoles y la capacidad antioxidante ABTS a 25°C,
en donde los valores mas elevados se obtuvieron con agua.
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Figura 4.2.6 Influencia de la temperatura en el rendimiento de extraccion (a), contenido en fenoles totales
(b), capacidad antioxidante FRAP (c), DPPH (d) y ABTS (e) de los extractos de erizo (EC, linea solida) y cascara
de castafna (CC, linea discontinua)
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Para los extractos de cascara de castafia, los mejores resultados de contenido en fenoles
totales y capacidad antioxidante FRAP y ABTS se obtuvieron con agua a 75°C (56,23 g
GAE/100 g extracto; 3891 nmol AAE/mg extracto y 4,88 mmol TRE/g extracto,
respectivamente) y la mas alta capacidad de inhibicién del radical DPPH se obtuvo con EtOH
50% a 50°C (5,85 mmol TRE/g extracto), aunque no se encontr6 diferencia significativa entre
este valor y el obtenido con agua a 75°C. En el caso del erizo de castafa, los mejores resultados
de contenido en fenoles totales y capacidad antioxidante FRAP y DPPH se obtuvieron con
MeOH 50% a 75°C (27,69 g GAE/100 g extracto; 1840 nmol AAE/mg extracto y 3,06 mmol
TRE/g extracto respectivamente). En el caso de la capacidad antioxidante FRAP, el resultado
obtenido con MeOH 50% a 75°C resulto significativamente igual al obtenido con EtOH 50% a
la misma temperatura. En estas mismas condiciones se obtuvo la mayor capacidad segun el
método ABTS (2,74 mmol TRE/g extracto).

Para analizar las similitudes entre los diferentes extractos obtenidos para cada material, se
aplico un analisis de conglomerados estableciendo como criterio de similitud el contenido en
fenoles totales y la capacidad antioxidante segun los métodos FRAP, DPPH y ABTS.

En la figura 4.2.7 (a) se muestra el dendograma obtenido para los extractos de cascara de
castafia. A la distancia de 1 se formé un Unico clUster integrado por los extractos obtenidos con
MeOH 50% a 50 y75°C. A la distancia de 3 se formo6 un segundo cluster integrado por los
extractos obtenidos con EtOH 50% a 25 y 50°C. A la distancia de 4 se unieron al primer clister
los extractos de MeOH 50% a 25°C y a la distancia de 7 los obtenidos con agua a 50°C. A una
distancia de 9, los extractos obtenidos con EtOH 50% a 75°C se unieron al segundo de los
clasters formados y a la distancia de 10 se unieron los obtenidos con agua a 75°C. Considerando
la distancia de corte en 11, el dendograma final esta compuesto por tres clusters: el primero
formado por las extracciones con MeOH 50% y agua a 50°C; el segundo formado por los
extractos obtenidos con EtOH 50% y los acuosos a 75°C y un ultimo cluster formado
Unicamente por los extractos obtenidos con agua a 25°C, que resultaron ser los de mas bajas
propiedades antioxidantes.

En la figura 4.2.7 (b) se muestra el dendograma obtenido para los extractos de erizo de
castafia. En este caso, a la distancia de 1 se formaron dos clusters: el primero formado por las
extracciones con MeOH 50% a 50°C y con agua a 75°C y el segundo formado por las de agua
a 25y 50°C. A este segundo cllster se unio, a una distancia de 4, las extracciones con MeOH
50% a 25°C y a la distancia de 7 las de EtOH 50% a 25°C. Al primer cltster formado se unen
de manera sucesiva las extracciones de EtOH 50% a 75°C y a 50°C y las de MeOH 50% a 75°C,
a las distancias de 5, 8 y 11 respectivamente. Seleccionando en este caso la distancia de corte
en 10, el dendograma resultante esta formado por tres clusters: el primero formado por las
extracciones con EtOH 50% a 50 y 75°C, las de MeOH 50% a 50°C y las acuosas a 75°C; un
segundo cluster formado por las extracciones con MeOH 50% a 75°C, las de mayor capacidad
antioxidante de los extractos; y un ultimo cluster formado por las extracciones con agua a 25y
50°C y MeOH 50% y EtOH 50% a 25°C; que se corresponden con los extractos de menor
capacidad antioxidante.
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Figura 4.2.7 Dendograma de los extractos de cascara (a) y erizo (b) de castafa

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para el rendimiento y propiedades de los
extractos del erizo y cascara de castafia, se seleccionaron como condiciones Optimas las
correspondientes a las extracciones realizadas con agua a 75°C para la cascara y con MeOH
50% a 75°C para el caso del erizo. En este caso, dado que los extractos obtenidos con EtOH
50% a 75°C proporcionaron resultados muy similares a los obtenidos con MeOH 50%, se va a
priorizar el uso del etanol al ser una sustancia considerada como segura para su aplicacion en
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alimentos (GRAS). En la figura 4.2.8 se representa la capacidad de inhibicion de los radicales
DPPH y ABTS de los extractos seleccionados como éptimos para ambos materiales. Se
representa también en la misma gréafica la capacidad de inhibicion del Trolox, tomado con
referencia. Se observo que, para ambos materiales, la capacidad de inhibicion aumento con la
concentracion de extracto siendo superior en los extractos de cdscara de castafia. Ademas, los
extractos de castafia presentaron mayor capacidad de inhibicion para ambos radicales que el
compuesto de referencia (para el Trolox, DPPH ECso = 0,042 mg/ml y ABTS ECso = 0,300
mg/ml). Sin embargo, la capacidad de inhibicion del erizo resulté ser inferior a la de este
antioxidante sintético. Los valores de concentracion a los que se alcanz6 una inhibicion del 50%
fueron, para los extractos de céscara de castafia obtenidos con agua a 75°C, los siguientes:
DPPH-ECso = 0,031 mg/mly ABTS-ECsp = 0,284 mg/ml. Para los extractos de erizo de castafia,
los valores de DPPH-ECso fueron de 0,059 mg/ml para los extractos obtenidos con MeOH 50%
a 75°C y de 0,069 mg/ml para los obtenidos con EtOH 50% a 75°C; los valores de ABTS-ECxo
fueron de 0,498 mg/ml para los extractos metandlicos y de 0,514 mg/ml para los etandlicos a
75°C.
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Figura 4.2.8 Porcentaje de inhibicion de los radicales DPPH (a) y ABTS (b) de extractos de erizo (EC) y cascara
(CC) de castana comparados con los del compuesto de referencia Trolox
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Para complementar el andlisis de la capacidad antioxidante de los extractos de erizo y
cascara de castafia, se determind, para los extractos acuosos a 75°C, la capacidad de inhibicion
frente al radical 6xido nitrico (‘NO). A diferencia de los radicales sintéticos DPPH y ABTS, el
radical 6xido nitrico es una especie reactiva presente en los sistemas bioldgicos. Se trata de una
molécula que ejerce diferentes funciones de sefializacion en los procesos bioldgicos, como
regulacién de la presion sanguinea, mecanismos de defensa contra agentes patdgenos,
relajacion del muasculo liso o regulacion inmune. Si la capacidad del sistema biol6gico de
neutralizar y eliminar las especies reactivas de nitrégeno no es suficiente, puede producirse una
sobreproduccién de NO que puede dar lugar a reacciones que alteran la estructura de las
proteinas inhibiendo sus funciones (Valko et al., 2007; Harput et al., 2011).

La capacidad de inhibicion del radical NO por los extractos acuosos de erizo y cascara se
muestra en la figura 4.2.9 que resultd6 dependiente de la concentracion de extracto. A
concentraciones bajas (0,1 mg/ml) fue ligeramente superior en los extractos de cascara de
castafia, siendo el valor de ECso de 0,055 + 0,008 mg/ml para los extractos de erizo y de 0,051
+ 0,012 mg/ml para los de cascara. Para concentraciones superiores, la capacidad de inhibicion
de los extractos de erizo fue superior a los de cascara de castafa. La capacidad de inhibicion
méaxima para el radical 6xido nitrico fue de 77,80% para los extractos acuosos de erizo y de
70,35% para los de cascara de castafia. Tanto los extractos acuosos de erizo como los de céscara
de castafia presentaron una capacidad de inhibicién frente al 6xido nitrico superior a la de
compuestos con capacidad antioxidante demostrada como el BHA o la quercetina (ECso de
0,307 y 0,659 mg/ml, respectivamente; Harput et al., 2011).

90

80

70

60

50

40

30

20

Porcentaje de inhibicion NO (%)

—8— FC- agua 752C

10 - -0 - CC- agua 75°C

0

0,2 0,4 0,6 0,8

Concentracion (mg/ml)

Figura 4.2.9 Porcentaje de inhibicion del radical 6xido nitrico de extractos acuosos a 75°C de erizo (EC) y
cascara (CC) de castana
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4.2.3 Extraccion asistida por microondas (EAM) de erizo y cascara de castafia

En el estudio de optimizacion de la extraccion del erizo de castafia, asi como en los
experimentos en los que se compard el erizo con la céscara, la técnica de extraccion utilizada
fue la maceracion con disolvente, considerada como una de las técnicas convencionales méas
empleadas debido a su simplicidad, pero que presenta algunas desventajas como el empleo de
grandes volumenes de disolvente o la necesidad de tiempos elevados (Teo et al., 2013; Zengin
etal., 2019). En esta etapa del trabajo se empled una tecnologia no convencional, la extraccion
asistida por microondas (EAM) para la obtencion de compuestos bioactivos del erizo y cascara
de castafia y se compararon los resultados obtenidos con ambas tecnologias.

La extraccion asistida por microondas es una de las tecnologias no convencionales mas
prometedoras y que presenta ventajas sobre las convencionales, como la necesidad de tiempos
de extraccién mas bajos y menor cantidad de disolvente para obtener altos rendimientos de
extraccion sin degradar las propiedades de los compuestos, aunque el equipamiento necesario
es mas caro (Li etal., 2011; Oroian y Escriche, 2015; da Rosa et al., 2019; Tsaltaki et al., 2019;
Zengin et al., 2019). La energia de microondas produce un sobrecalentamiento del agua
presente en la matriz vegetal de forma que, al evaporarse, se produce presion en el interior de
la pared celular que produce finalmente su ruptura, lo que facilita el paso de los compuestos
bioactivos de la matriz al disolvente (Aspé y Fernandez, 2011).

Los parametros que mayor influencia tienen en la extraccion asistida por microondas son
el disolvente, la temperatura, la potencia de microondas y el tiempo de extraccién (Osorio-
Tobdn, 2020). La seleccién del disolvente adecuado es fundamental ya que para absorber la
energia de microondas son factores clave la constante dieléctrica y la polaridad del disolvente.
El agua, el metanol, el etanol y sus disoluciones acuosas son disolventes apropiados para el
empleo de EAM. Respecto a la temperatura, el uso de valores elevados favorece el proceso de
extraccion, pero debe ser controlada para evitar la degradacion de los compuestos extraidos.
Por este motivo debe ser también controlada la potencia de microondas, ya que una
sobreexposicion a la radiacién de microondas puede producir un sobrecalentamiento de la
muestra y afectar a las propiedades de los compuestos termolabiles (Teo et al., 2013; Osorio-
Tobdn, 2020). En cuanto al tiempo de extraccion, fueron empleados con éxito tiempos entre 10
y 20 min (Osorio-Tobdn, 2020), e incluso tiempos cercanos a 1 min, (Teo et al., 2013) en la
extraccion de materiales de origen vegetal. Otro de los factores a tener en cuenta es la relacion
solido/liquido ya que el disolvente debe ser suficiente tanto como para garantizar el contacto
con el material como la correcta agitacion del medio (Wang y Weller, 2006; Xu et al., 2017).

Para poder comparar ambas tecnologias, en la extraccion asistida por microondas de erizo
y cascara de castafia se emplearon los mismos disolventes que en la extraccion convencional
(agua, MeOH 50% y EtOH 50%) y las temperaturas seleccionadas fueron 50 y 75°C. El tiempo
se redujo a 15 min y los extractos se caracterizaron en base al contenido en fenoles totales y
capacidad antioxidante FRAP. Los resultados se muestran en la tabla 4.2.8.
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Tabla 4.2.8 Extraccion asistida por microondas. Rendimiento y propiedades antioxidantes de los extractos de
erizo y cascara de castana

Temperatura TFC FRAP
Material | Disolvente F(’°C) Rendimiento (%) (g GAE/100 g (nmol AAE/mg
extracto) extracto)
A 50 14,19 +0,592 21,47 + 1,952 1384 + 522
ua
3 75 20,12 + 0,71° 25,74 + 2,70 1919 + 16b°
Erizo de MeOH 50% 50 11,20 + 1,05¢ 28,45 + 1,11bc 1822 + 1P
~ e o)
castana 75 18,48 + 0,48 30,60 + 1,22b¢ 2173 £ 19«
EtOH 50% 50 14,04 + 0,57° 29,92 + 2,05b¢ 1972 + 65b°
° 75 17,91 + 0,654 32,22 + 0,26° 2273 + 69¢
A 50 3,17 £ 0,972 33,39 + 1,862 1781 + 1052
ua
¢ 75 5,64 + 1,16 33,88 + 1,622 2069 + 73P
Cascara 50 6,26 + 0,77° 46,49 = 0,97° 2940 + 40°
de MeOH 50% 5 ’
castana 75 10,75 + 0,26¢ 49,86 + 0,24 3281 + 35
EtOH 50% 50 6,68 + 0,52° 34,89 + 1,252 3143 + 67
’ 75 10,38 + 0,72¢ 40,75 + 0,57¢ 3220 + 494

En cada columna para cada material, letras diferentes indican que existe diferencia significativa entre las medias (p<0,05)

Los rendimientos de extraccion mas elevados, al igual que en la extraccion convencional,
se obtuvieron con el erizo de castafia mientras que las propiedades antioxidantes fueron
superiores en los extractos de cascara. Para el erizo de castafia, el rendimiento de extraccion
mas elevado se obtuvo con agua a 75°C y los extractos con mayor capacidad antioxidante fueron
los obtenidos con EtOH 50% a 75°C. En el caso de la céscara de castafia, los rendimientos méas
altos se correspondieron con las extracciones con MeOH 50% y EtOH 50% a 75°C siendo las
extracciones metanolicas en las que se obtuvieron los extractos con mayor contenido en fenoles
totales. Respecto a la capacidad antioxidante segun el método FRAP, los extractos de MeOH
50% y EtOH 50% a 75°C presentaron los valores mas altos. Para ambos materiales, al aumentar
la temperatura aumentaron tanto el rendimiento de extraccién como la capacidad antioxidante
FRAP. Respecto al contenido en fenoles totales, a excepcion de los extractos de céascara de
castafia obtenidos con EtOH 50%, el aumento de la temperatura de 50 a 75°C no supuso un
efecto significativo.

Comparando los resultados de la extraccion asistida por microondas con los de la
maceracion con disolventes (Tabla 4.2.1) se observo que los rendimientos obtenidos para la
cascara de castafia con la tecnologia de microondas fueron inferiores a los de la tecnologia
convencional. En el caso del erizo, la extraccion asistida por microondas en las extracciones
acuosas mejord el rendimiento respecto a la maceracion con disolventes; sin embargo, en las
extracciones metandlicas los resultados obtenidos fueron similares con ambas tecnologias.
Respecto a las propiedades de los extractos de cascara de castafia, la extraccion por microondas
no supuso una ventaja frente a la convencional al obtenerse resultados muy similares en las
extracciones con MeOH 50%, pero inferiores en el resto. Por el contrario, en el caso del erizo
el uso de microondas mejord las propiedades de los extractos metandlicos y etanolicos,
manteniendo los acuosos en valores similares a los de la extraccion convencional. Para la
cascara de castafia, el uso de microondas no supuso una ventaja frente a la maceracion con
disolventes. Este comportamiento fue también encontrado por Inglett et al. (2010) para
extractos de trigo sarraceno. Para otros materiales como piel de granada, hojas de nogal, hojas
de Moringa oleifera y Cassia fistula (Castro-Lopez et al., 2017) y hojas de olivo (da Rosa et
al., 2019) el uso de microondas frente a la extraccion convencional supuso la obtencion de
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extractos con mayor capacidad antioxidante. En el caso del erizo y de la cascara de castafia, no
se tuvieron en cuenta pardmetros como la relacion solido/liquido, la concentraciéon de los
disolventes o el tamafio de particula del material que pueden influir en el proceso de extraccion
por microondas y podrian mejorar los resultados obtenidos (Wang y Weller, 2006).

En este andlisis, ademas, el tiempo de las extracciones con microondas (15 min) fue inferior
al de las extracciones convencionales. Para poder comparar los resultados entre ambas técnicas
en similares condiciones, se realizaron nuevas extracciones con ambos materiales mediante
maceracion con MeOH 50%, seleccionando como tiempo de extraccion el mismo que en la
extraccion con microondas, 15 min. En la figura 4.2.10 puede verse la comparacion ente ambas
técnicas. Se observd, que cuando el tiempo de extraccion fue el mismo, tanto el rendimiento de
extraccion como el contenido en fenoles totales del erizo y de la cascara de castafia fueron mas
altos en la extraccion por microondas. Este mismo comportamiento se encontrd en la capacidad
antioxidante FRAP de los extractos de erizo, pero no en los de cascara, para los que la mayor
capacidad antioxidante FRAP fue la de los extractos obtenidos en la extraccion convencional.
Por tanto, a tiempos de extraccion iguales, el uso de microondas presenté una clara ventaja
frente a la maceracion en cuanto al rendimiento de extraccion, aunque no tan acusada en la
capacidad antioxidante de los extractos obtenidos.
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Figura 4.2.10 Comparacion entre los resultados obtenidos mediante extraccion por maceracion con disolventes
y extraccion asistidas por microondas (EAM) para el rendimiento de extraccion (a), el contenido en fenoles
totales (b) y la capacidad antioxidante FRAP (c). Para cada material, la misma letra indica que no hay
diferencia significativa entre las medias (p<0,05) (letra en negro, erizo de castafa; letra en gris, cdscara de
castana)
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4.2.4 Estudio de la cinética del proceso de extraccion de erizo y cascara de castafia

Para analizar la cinética del proceso de extraccion del erizo y cascara de castafia se
realizaron extracciones a 25, 50 y 75°C a diferentes tiempos (entre 5 y 150 min). Las
extracciones se llevaron a cabo de manera convencional y los disolventes seleccionados fueron
agua y EtOH 50% al ser los méas adecuados desde el punto de vista medioambiental.

En base a los resultados obtenidos para cada tiempo ensayado respecto al contenido en
fenoles y a la capacidad antioxidante FRAP se construyeron las figuras 4.2.11y 4.2.12 en donde
se representd la evolucidn de estas propiedades frente al tiempo. Tanto el contenido en fenoles
totales como la capacidad antioxidante se expresaron respecto al material de partida (en base
seca, bs).

Para la modelizacion matematica de la cinética se aplico el modelo de Peleg (Ecuacion 3.6;
apartado 3.5.2.4) en base a la similitud entre las curvas de extraccion y las curvas de sorcion-
desorcion. Los parametros del modelo (las constantes de Peleg K1 y Ko, la tasa inicial de
extraccion Bo y la concentracion maxima en el equilibrio Ce) para cada curva se recogen en las
tablas 4.2.9 y 4.2.10 junto con el coeficiente de determinacién R?. Los altos valores de R?
obtenidos confirmaron que el modelo de Peleg resultd adecuado para describir el proceso de
extraccion tanto del erizo como de la cascara de castafia. Para el erizo de castafia, tanto para las
curvas de contenido en fenoles totales como para la capacidad antioxidante FRAP, los valores
del coeficiente de determinacion resultaron superiores a 0,99 en las extracciones acuosas y a
0,94 en las etandlicas. Para la céscara de castafia, las extracciones etantlicas se ajustaron al
modelo de Peleg con un coeficiente de determinacion superior a 0,91 en todos los casos, a
excepcion de la curva correspondiente a las extracciones acuosas a 50°C con valores cercanos
a0,87.

En base a los parametros del modelo de Peleg se pudieron predecir los valores de contenido
en fenoles y capacidad antioxidante, y tal y como puede observarse en las figuras 4.2.11 y
4.2.12, existio una elevada concordancia entre los valores experimentales y los predichos por
el modelo. ElI modelo de Peleg ha resultado adecuado también para modelizar la cinética de
extraccion de otras especies como las semillas de uva (Buci¢-Koji¢ et al., 2007), la soja (Joci¢
et al., 2010), la biomasa forestal (Piwowarska y Gonzalez-Alvarez, 2012), la piel de patata
(Kumari et al., 2017) o el orégano (Oreopoulou et al., 2020).

Respecto a la evolucion con el tiempo, tal y como se observa en las figuras, para ambas
propiedades analizadas se produjo un rapido crecimiento en los primeros 20 min para el erizo
y en los primeros 40 min para la cascara, tendiendo luego a un valor de equilibrio. En los
primeros minutos del proceso, se produce una réapida transferencia al disolvente de los
compuestos bioactivos localizados en la superficie y en las particulas rotas del material
(Oreopoulou et al., 2020). En el caso del erizo, la tendencia a la estabilizacion de las
propiedades a tiempos superiores a 20 min esta en concordancia con los resultados obtenidos
en el disefio experimental en el que el tiempo resulto no ser una variable significativa. Respecto
a la evolucion con la temperatura, los valores de ambas propiedades en el equilibrio (Ce)
aumentaron al aumentar la temperatura.
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Figura 4.2.11 Contenido en fenoles totales de los extractos de erizo EC (a) y cascara de castana CC (b) frente
al tiempo (simbolos) junto con los valores predichos por el modelo de Peleg (linea solida: agua; linea punteada:
EtOH 50%)
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Figura 4.2.12 Capacidad antioxidante FRAP de los extractos de erizo EC (a) y cascara de castafa CC (b) frente
al tiempo (simbolos) junto con los valores predichos por el modelo de Peleg (linea solida: agua; linea punteada:
EtOH 50%)
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Tabla 4.2.9 Parametros del modelo de Peleg para el contenido en fenoles totales

. . T K Kz Bo Ce
Material | Disolvente C) (min gps/ (8bs/ (mg GAE/ (mg GAE/ R?
mg GAE) mg GAE) gbs Min) Sbs)
25 0,3771 0,043 2,65 23,26 0,9942
Agua 50 0,1679 0,0348 5,96 28,74 0,9952
Erizo de 75 0,0688 0,0211 14,53 47,39 0,9974
castana 25 0,7246 0,0431 1,38 23,20 0,9937
EE.)tOO; 50 0,3306 0,0226 3,02 44,25 0,9787
75 0,1177 0,0173 8,50 57,80 0,9430
25 1,7707 0,0491 0,56 20,37 0,9162
Agua 50 2,3119 0,0217 0,43 46,08 0,8748
Cé;ceara 75 0,7181 0,0198 1,39 50,51 0,9338
castafia EtOH 25 0,7428 0,0559 1,35 17,89 0,9701
50% 50 0,5332 0,0146 1,88 68,49 0,9505
75 0,4018 0,0086 2,49 116,28 0,9447
Kz, K2: constantes de Peleg
Bo: tasa inicial de extraccion
Ce: concentracion maxima en el equilibrio
Tabla 4.2.10 Parametros del modelo de Peleg para la capacidad antioxidante FRAP
. . T .K1 Kz Bo Ce
Material | Disolvente °C) (min gps/ (gbs/ (nmol AAE/ (nmol AAE/ R?
nmol AAE) nmol AAE) mgps Min) mgps)
25 0,0551 0,006 18,15 166,67 0,9964
Agua 50 0,0432 0,0042 23,15 238,10 0,9951
Erizo de 75 0,0192 0,0027 52,08 370,37 0,9981
castana 25 0,1338 0,0059 7,47 169,49 0,9498
o | s0 0,0520 0,0031 19,23 322,58 | 0,9665
75 0,0213 0,0026 46,95 384,62 0,9929
25 0,1739 0,0078 5,75 128,21 0,9751
Agua 50 0,2985 0,0035 3,35 285,71 0,8878
Céij‘;ara 75 0,1105 0,0023 9,05 434,78 0,9582
castafa EtOH 25 0,0941 0,0071 10,63 140,85 0,9645
50% 50 0,0681 0,0020 14,68 500,00 0,9632
75 0,0543 0,0012 18,42 833,33 0,9224

Kz, Ka: constantes de Peleg
Bo: tasa inicial de extraccion
Ce: concentracion maxima en el equilibrio
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43 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION DE CHAPAS DE
EUCALIPTO.

Tras analizar el efecto del disolvente, de la temperatura y del tamafio de particula en las
extracciones preliminares de chapa de eucalipto, se concluyo que el EtOH fue el disolvente con
el que se obtuvieron los extractos con mejores propiedades antioxidantes trabajando con la
chapa de eucalipto sin moler. Sin embargo, el rendimiento obtenido en esas condiciones fue
bajo (2,87+0,54%), por lo que se decidi6 aplicar la tecnologia de extraccion asistida por
microondas para intentar incrementar el rendimiento y reducir el tiempo de extraccion.

Para optimizar el proceso de extraccion (EAM) de la chapa de eucalipto, se aplico la
Metodologia de Superficie de Respuesta seleccionando un disefio experimental Box-Behnken.
El disolvente empleado fue EtOH y la chapa se extrajo sin moler. Como se explicé en los
apartados 3.3.3 y 3.5.3, la potencia de microondas se fijo en 150 W y las variables
independientes seleccionadas fueron la temperatura (x1, 50-60-70°C), la relacién liquido/sélido
(X2, 5/1, 7,5/1 'y 10/1 ml/g) y el tiempo (x3, 5-10-15 min). Las variables dependientes a analizar
fueron el rendimiento de extraccion (Y1 %), el contenido en fenoles totales (Y2, g GAE/100 g
extracto) y la capacidad antioxidante FRAP (Y3, nmol AAE/mg extracto). Los valores
experimentales se ajustaron a un polinomio de segundo orden que tiene en cuenta el efecto de
las variables independientes, las interacciones dobles entre variables, asi como los efectos
cuadraticos (ecuacion 3.2; apartado 3.5.2.1). En la tabla 4.3.1 se muestran las condiciones
experimentales y los resultados obtenidos para las variables dependientes junto con los valores
predichos por el modelo y en la tabla 4.3.2 se resumen los valores de los coeficientes del modelo
de segundo orden obtenidos junto con los parametros estadisticos y la significacion del modelo.

Los valores mas elevados de rendimiento de extraccion fueron los correspondientes al
experimento 8 realizado a 60°C, relacion liquido/sélido de 10/1 ml/g y 15 min. En el
experimento 7, en similares condiciones, pero tiempo de 5 min se obtuvieron los extractos con
mayor contenido en fenoles totales. Los extractos con mayor capacidad antioxidante FRAP se
correspondieron a los obtenidos en las condiciones intermedias de 60 °C, relacién liquido/sélido
de 7,5/1 ml/g y 10 min Los resultados experimentales obtenidos para el contenido en fenoles
totales (entre 57,31 y 69,45 g GAE/100 g extracto) y la capacidad antioxidante FRAP (entre
3891 y 5444 nmol AAE/mg extracto) fueron inferiores a los valores obtenidos con etanol a
50°C empleando la técnica convencional de maceracion por disolvente (Tabla 4.1.4; 85,71 g
GAE/100 g extracto y 7787 nmol AAE/mg extracto, respectivamente). La radiacion microondas
pudo haber degradado los compuestos extraidos afectando a sus propiedades antioxidantes
(Inglett et al., 2010; Osorio-Tobdn, 2020).
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Tabla 4.3.1 Disefo experimental Box-Behnken para la EAM de chapas de eucalipto con EtOH

1a | Relacion | 1 0o | Rendimiento, Y (%) TFC, Y2 (n;i‘lo‘PAkEm
EXP I/s P » T1A% (g GAE/100 g extracto) extracto) g
°C ml/g min Exp. Pred. Exp. Pred. Exp. Pred.
1 50 5/1 10 2,03 1,77 57,31 56,08 3891 3902
2 50 7,5/1 5 1,44 1,48 60,64 61,76 4103 4396
3 50 7,5/1 15 2,05 2,07 62,05 61,76 4615 4396
4 50 10/1 10 1,34 1,77 67,49 67,45 5101 4996
5 60 5/1 5 1,81 1,83 59,81 61,72 4538 4585
6 60 5/1 15 2,40 2,42 61,34 61,72 4749 4585
7 60 10/1 5 2,19 1,83 69,45 68,02 5114 5169
8 60 10/1 15 2,85 2,42 66,67 68,02 5108 5169
9 70 5/1 10 2,77 2,47 61,46 61,16 4884 4989
10 | 70 7,5/1 5 2,20 2,18 63,41 61,76 5003 4974
11 70 7,5/1 15 2,68 2,76 60,27 61,76 5019 4974
12 | 70 10/1 10 1,99 2,47 61,48 62,37 5076 5065
13 | 60 7,5/1 10 2,03 2,12 66,79 64,87 5379 5395
14 | 60 7,5/1 10 2,10 2,12 66,32 64,87 5444 5395
15 | 60 7,5/1 10 1,95 2,12 63,70 64,87 5363 5395

Variables independientes

X1, Temperatura (°C)

X2, Relacion liquido/sélido

X3, Tiempo (min)

(ml/g)
codificadas -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1
sin codificar 50 60 70 5/1 7,5/1 10/1 5 10 15

Relacion U/s: relacion liquido/sélido; Exp: resultados experimentales; Pred: valores predichos por el modelo

Tabla 4.3.2 Coeficientes del modelo (Ecuacion 3.2) y parametros estadisticos del disefio Box-Behnken para la
EAM de chapas de eucalipto

Y1 Rendimiento Y, TFC Y3 FRAP
Coef. DS Valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p

ao 2,122 0,072 0,000 64,869 0,553 0,000 5395,333 90,952 0,000
ay 0,348 0,099 0,04 NS 289,000 55,696 0,001
az - - NS 3,146 0,517 0,000 292,125 55,696 0,001
as 0,293 0,099 0,12 NS NS
an - - NS -2,540 0,731 0,005 -254,500 78,766 0,012
a3 NS NS NS
a3 NS - NS - NS
an NS -3,105 0,757 0,002 -424,792 81,983 0,001
an NS NS -232,542 81,983 0,022
as3 NS NS -285,542 81,983 0,008
R? 0,637 0,857 0,929

RZcorr. 0,576 0,818 0,876
DS 0,280 1,462 156,530

valor p 0,002 0,000 0,000

ao: constante del modelo; a1, a2y as: coeficientes de los efectos principales; a2, a3y az: coeficientes de las interacciones
dobles; a1, a2y ass: coeficientes de los efectos cuadraticos
Coef.: valor del coeficiente; DS: desviacion estandar; valor p: probabilidad; NS: coeficiente no significativo para un nivel de
confianza del 95%
R? y R%corr.: coeficiente de correlacidn y coeficiente de correlacidn corregido
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Se encontraron modelos significativos al nivel de confianza establecido del 95% para las
tres variables dependientes analizadas siendo los coeficientes de regresion elevados (superiores
a 0,8) en los modelos obtenidos para el contenido en fenoles totales (Y2) y para la capacidad
antioxidante FRAP (Y3). Aunque el coeficiente de correlacion obtenido para el rendimiento
(Y1) fue mas bajo (R? corregido=0,566) el modelo se consideré adecuado para determinar las
variables que fueron significativas y su efecto sobre la variable respuesta, aunque el modelo no
prediga con exactitud los valores de rendimiento en las diferentes condiciones experimentales.
En la figura 4.3.1 se muestra a modo de ejemplo, la alta correlacion encontrada entre los valores
experimentales y los predichos por el modelo para la capacidad antioxidante FRAP. La
correlacion para el contenido en fenoles totales se puede observar en la tabla 4.3.1 ante la
concordancia encontrada entre los valores experimentales y los predichos por el modelo.

5800
5400 ~

L)
5000 - o b0

4600 ~ [

4200 ~

Capacidad antioxidante FRAP predicha

3800 T T T T
3800 4200 4600 5000 5400 5800

Capacidad antioxidante FRAP experimental

Figura 4.3.1 Valores experimentales frente a valores predichos para la capacidad antioxidante FRAP de
extractos de chapas de eucalipto (Y3, nmol AAE/mg extracto)

En la tabla 4.3.2 se recogieron los efectos que resultaron significativos para cada variable
dependiente estudiada. El rendimiento de extraccion solo dependi6 de la temperatura y del
tiempo, siendo el efecto lineal de la temperatura el mas significativo. Para el contenido en
fenoles totales, el efecto lineal en modo positivo de la relacion liquido/sélido resulto ser el méas
significativo, seguido del efecto cuadratico de la temperatura y del efecto interactivo entre la
temperatura y la relacion liquido/sélido. La capacidad antioxidante FRAP dependio de manera
lineal de la temperatura y de la relacion liquido/sélido, del efecto interactivo entre la
temperatura y la relacion liquido/sélido y del efecto cuadratico de las tres variables. La variable
menos significativa para las propiedades de los extractos fue el tiempo.

Los modelos obtenidos para cada variable dependiente analizada se resumen en la tabla
4.3.3 y en base a ellos se construyeron las superficies de respuesta que se presentan en las
figuras 4.3.2-4.3.4.
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Tabla 4.3.3 Ecuaciones del modelo para el disefio experimental Box-Behnken de la EAM de chapa de eucalipto

Variable

d . Ecuaciones del modelo
ependiente

Rendimiento Y1 (%) Y1=2,122 + 0,348x1" + 0,293 x5’

TFCY;

_ . “o “
(g GAE/100 g extracto) Y2=64,869 + 3,146 x; -2,540 x1 x2°-3,105 x4

FRAP Y3 (nmol AAE/mg Y3=5395,333 +289,000 x1" + 292,125 X', - 254,500 x1" X", -424,792 x12 -
extracto) 232,542 x;? - 285,542 x5

x1’, temperatura codificada; x.’, relacion liquido/sélido codificada; xs’, tiempo codificado

En la figura 4.3.2 se muestra la superficie de respuesta obtenida para el rendimiento de
extraccion en funcion del tiempo y de la temperatura. Se observé que el rendimiento aumentd
al aumentar tanto el tiempo como la temperatura alcanzandose el valor mas alto a la temperatura
de 70°C y tiempo de 15 min. Sin embargo, los valores de rendimiento obtenidos fueron bajos
(entre 1,34 y 2,85%) en comparacion con los obtenidos con EtOH y EtOH 50% empleando
maceracion con disolvente (2,87-7,26%) y con otros materiales analizados en este trabajo. En
este caso el uso del microondas no mejord el rendimiento de extraccion, pero consiguio reducir
significativamente el tiempo necesario, 15 min frente a 90 min en la maceracion con disolvente.
Desde el punto de vista de la economia del proceso, la reduccion del tiempo de extraccion es
una ventaja a tener en consideracion.

En las figuras 4.3.3 y 4.3.4 se muestran las superficies de respuesta obtenidas para el
contenido en fenoles totales y la capacidad antioxidante FRAP en funcién de la temperatura y
de la relacion liquido/solido.

La superficie de respuesta obtenida para el contenido en fenoles totales (Figura 4.3.3) no
dependid del tiempo de extraccion e indicé la presencia de un méaximo localizado fuera de la
region de estudio de las variables. Se observé que al aumentar la relacién liquido/solido, a
temperaturas inferiores a 60°C, aumentd el contenido en fenoles totales. Para temperaturas
superiores a 60°C, el contenido en fenoles totales practicamente no se vio afectado por cambios
en la relacion liquido/sélido. El valor mas alto del contenido en fenoles totales se alcanzo para
una temperatura de 55°C y una relacion liquido/sélido de 10/1 ml/g.
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Figura 4.3.2 Superficie de respuesta para el rendimiento de extraccion (Y1, %) en funcién de la temperatura y
del tiempo de la EAM de chapa de eucalipto
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Figura 4.3.3 Superficie de respuesta para el contenido en fenoles totales (Y2, g GAE/100g extracto) en funcion
de la temperatura y la relacion liquido/solido de extractos obtenidos por EAM de chapa de eucalipto

La superficie de respuesta obtenida para la capacidad antioxidante FRAP en funcion de la
temperatura y la relacion liquido/sélido (Figura 4.3.4) mostré un punto de respuesta maximo
situado a 62°C y relacion liquido/sélido 8,8/1 ml/g de tal manera que, al alejarnos de este punto,
disminuye la capacidad antioxidante de los extractos. El efecto de la temperaturay de la relacion
liquido/solido sobre la capacidad antioxidante FRAP de los extractos fue més acusado a valores
bajos de estas variables, presentando los extractos obtenidos entre 55 y 70°C y relacién
liquido/solido superior a 6/1 ml/g valores muy similares de capacidad antioxidante. Respecto a
la influencia del tiempo, al ser su efecto cuadréatico, se observo que la capacidad antioxidante
aument6 al pasar de 5 a 10 minutos para disminuir de nuevo al incrementar el tiempo a 15
minutos. Sin embargo, las diferencias obtenidas a los distintos tiempos no fueron significativas
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siendo los valores méximos alcanzados para cada tiempo ensayado muy similares (5213 nmol
AAE/mg extracto para 5 y 15 min y 5499 nmol AAE/mg extracto para 10 min).
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Figura 4.3.4 Superficie de respuesta para la capacidad antioxidante FRAP (Y3, nmol AAE/mg extracto) en
funcién de la temperatura y la relacion liquido/solido para tiempo 5, 15 y 10 min para extractos obtenidos por
EAM de chapa de eucalipto

Teniendo en cuenta el analisis de todas las superficies de respuesta obtenidas en la
extraccion asistida por microondas de chapas de eucalipto, se seleccionaron las condiciones
Optimas en las que se obtuvieron un alto rendimiento de extraccién junto con buenas
propiedades antioxidantes de los extractos. Ademas, se tuvieron en cuenta factores
medioambientales buscando una solucion de compromiso para alcanzar un rendimiento de
extraccion aceptable con un consumo energético menor. Estas condiciones se corresponden con
temperatura de 62°C, relacion liquido/sélido de 8,8/1 ml/g y tiempo de 10 min. En la tabla 4.3.4
se resumen las propiedades de los extractos predichas por el modelo en las condiciones en las
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que cada variable dependiente analizada alcanzo su valor maximo, asi como los valores de cada
propiedad en las condiciones globales seleccionadas como éptimas.

Tabla 4.3.4 Propiedades de los extractos de chapa de eucalipto en las condiciones 6ptimas

Extracciones con EtOH
Propiedades Valor mas alto en el rango estudiado Optimo
(condiciones en las que se alcanzan) 62°C - 8,8/1 ml/g - 10 min
Rendimiento 2,76 2.19
Y1 (%) (70°C-15 min) ’
TFC 68,5 66.06
Y2 (g GAE/100 g extracto) (55°C-10/1 ml/g) ’
FRAP 5499 5499
Y3 (nmol AAE/mg extracto) (62°C-8,8/1 ml/g-10 min)

Para la chapa de eucalipto, aunque el uso del microondas frente a la maceracion con
disolventes no condujo a mayores rendimientos de extraccion, su aplicacion present6 ventajas
a tener en cuenta ya que se obtuvieron extractos con altas propiedades antioxidantes reduciendo
tanto el tiempo de extraccién como el consumo de disolvente.
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4.4 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE EXTRACCION DE HOJAS DE NOGAL

En el estudio preliminar de la extraccion de hojas de nogal (apartado 4.1.3) los mejores
resultados se obtuvieron empleando una relacién sélido/liquido de 1/10 g/ml utilizando EtOH
50% como disolvente. Como ya se planted para otros materiales estudiados en este trabajo, en
una segunda fase, con el objetivo de optimizar el proceso de extraccion, se planificé un disefio
experimental Box-Behnken para analizar el efecto de la temperatura (X1, 25-50-75°C), el tiempo
(X2, 30-75-120 min) y la concentracion de etanol en disolucion acuosa (xs, 10-50-90%, v/v)
sobre el rendimiento de extraccion (Y1, %), el contenido en fenoles totales (Y2, g GAE/100 g
extracto) y la capacidad antioxidante FRAP (Y3, nmol AAE/mg extracto), DPPH (Y4, mmol
TRE/g extracto) y ABTS (Y5, mmol TRE/g extracto) de los extractos.

El disefio se compuso de doce experimentos y dos réplicas en el punto central, todos ellos
realizados por duplicado. En la tabla 4.4.1 se muestran los valores que tomaron las variables
independientes en cada experimento y los resultados experimentales obtenidos para las
variables dependientes junto con los valores predichos por los modelos. EI mayor valor de
rendimiento y contenido en fenoles totales se obtuvo en el experimento 12, a 75°C, 120 min y
50% de EtOH. A la misma concentracion de EtOH, pero a temperatura de 50°C y tiempo de 75
min (experimento 14) se obtuvo la mayor capacidad antioxidante FRAP y ABTS. Para el DPPH,
el mayor valor se obtuvo en el experimento 9, a concentracion intermedia de EtOH y a 75°C y
30 min. Los valores de los coeficientes del modelo de segundo orden (ecuacion 3.2) junto con
los parametros y significacion del modelo estadistico se resumen en la tabla 4.4.2.

En base a la comparacion entre los resultados experimentales obtenidos y los predichos por
el modelo (Tabla 4.4.1) y a los parametros estadisticos determinados para cada variable
dependiente (Tabla 4.4.2) se pudo concluir que los modelos obtenidos tanto para el rendimiento
de extraccion como para las propiedades de los extractos de hojas de nogal fueron significativos
(p <0,05). Los coeficientes de correlacion fueron superiores a 0,91 para todos los modelos
obtenidos, a excepcion del correspondiente al contenido en fenoles totales que, aunque inferior
(R%corregido= 0,789), sigue siendo adecuado tanto para predecir el valor del contenido en fenoles
totales de los extractos como para analizar el efecto de las condiciones de extraccion sobre la
variable dependiente. A modo de ejemplo, en la figura 4.4.1 se representan los valores
experimentales frente a los calculados por el modelo para el rendimiento de extraccion (Y1) y
la capacidad antioxidante DPPH (Y 4).

En la tabla 4.4.3 se resumen los modelos obtenidos para cada variable dependiente
analizada. Para todas las variables dependientes analizadas tanto la temperatura como la
concentracion de EtOH resultaron ser significativas. El efecto de la temperatura resulté ser en
modo lineal positivo para todas las variables dependientes analizadas siendo una de las
variables mas significativas del proceso. La temperatura afectd también en modo negativo al
rendimiento de extraccion y a la capacidad de inhibicion del radical DPPH a través de su efecto
interactivo con la concentracion de EtOH y a la capacidad de inhibicién del radical ABTS a
través de su efecto cuadratico. El efecto cuadratico de la concentracion de EtOH fue otra de las
variables mas significativas afectando en modo negativo tanto al rendimiento como a las
propiedades de los extractos. El tiempo resulté ser la variable menos significativa y solo afectd
al rendimiento en modo lineal positivo y a la capacidad antioxidante ABTS en modo cuadréatico
negativo. A partir de las ecuaciones que modelizan cada variable dependiente analizada se
construyeron los correspondientes mapas de superficie en funcion de las variables mas
significativas del proceso (Figuras 4.4.2-4.4.6).
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Tabla 4.4.1 Disefio experimental Box-Behnken aplicado a la extraccién de hojas de nogal

T | ¢ |[eowy| Rendimiento,Y, " E';CE’/I(;O . (nrf'l?)?iksmg DPPH, Y, ABTS, Ys

EXP (%) extracto) extracto) (mmol TRE/g extracto) (mmol TRE/g extracto)
°C min %, VIV Exp. Pred. Exp. Pred. Exp. Pred. Exp. Pred. Exp. Pred.
1 25 30 50 21,03+0,89 22,35 21,18+0,75 21,27 118139 1262 1,11£0,03 1,05 0,95+0,03 0,96
2 25 75 10 20,35+0,18 19,86 14,87+0,35 16,80 842146 908 0,66+0,04 0,67 0,67+0,03 0,77
3 25 75 90 19,15+2,13 18,71 17,22+0,59 16,80 930+47 908 0,87+0,01 0,85 0,81+0,02 0,77
4 25 120 50 23,89+0,28 24,16 22,28+0,71 21,27 1250+58 1262 1,01+0,16 1,05 1,05+0,05 0,96
5 50 30 10 23,13+0,27 22,85 18,03+0,38 18,53 1160+37 1041 0,91+0,02 0,93 0,89+0,04 0,88
6 50 30 90 20,031,16 19,96 18,46+0,42 18,53 1138x17 1041 0,92+0,04 0,93 0,87+0,05 0,88
7 50 120 10 24,52+0,11 24,66 18,63+0,57 18,53 943+65 1041 0,87+0,04 0,93 0,87+0,03 0,88
8 50 120 90 21,93+1,76 21,77 20,12+0,32 18,53 87618 1041 1,00+0,04 0,93 0,88+0,03 0,88
9 75 30 50 29,08+1,43 28,40 23,90+0,59 24,72 1364+42 1529 1,49+0,11 1,40 1,17+0,05 1,25
10 75 75 10 27,01+0,30 27,64 20,46+0,52 20,25 1199450 1174 1,19+0,02 1,20 1,09+0,04 1,06
11 75 75 90 22,35+0,88 23,02 20,42+0,45 20,25 1238432 1174 1,03+0,02 1,01 1,10+0,03 1,06
12 75 120 50 30,17+0,09 30,21 24,57+0,67 24,72 1468+20 1529 1,32+0,05 1,40 1,26+0,02 1,25
13 50 75 50 25,85+0,05 26,28 23,51+0,87 23,00 1389+78 1395 1,24+0,04 1,22 1,30+0,05 1,32
14 50 75 50 27,19+0,51 26,28 22,52+0,42 23,00 156049 1395 1,19+0,03 1,22 1,33+0,03 1,32

Variables independientes X1, Temperatura (°C) X2, Tiempo (min) x3, EtOH (%, v/v)

codificadas -1 0 +1 -1 0 +1 0 +1
sin codificar 25 50 75 30 75 120 10 50 90

Exp: resultados experimentales
Pred: valores predichos por el modelo
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Tabla 4.4.2 Coeficientes del modelo (Ecuacion 3.2) y parametros estadisticos del disefio Box-Behnken para las extracciones de hojas de nogal

Y1 Rendimiento Y, TFC Y3 FRAP Y4+ DPPH Ys ABTS
Coef. DS valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p Coef. DS valor p

ao 26,281 0,274 0,000 22,999 0,306 0,000 1395,250 40,672 0,000 1,223 0,019 0,000 1,315 0,028 0,000
ay 3,024 0,274 0,000 1,725 0,306 0,000 13,250 40,672 0,006 0,173 0,019 0,000 0,143 0,019 0,000
az 0,905 0,274 0,008 NS NS NS NS
a3 -1,444 0,274 0,000 NS NS NS NS
an NS NS - NS NS NS
as -0,865 0,387 0,049 NS - NS -0,093 0,027 0,005 NS
az NS NS - NS NS NS
aiq NS NS - NS NS -0,083 0,028 0,012
an NS NS NS NS -0,125 0,028 0,001
as; -3,973 0,387 0,000 -4,473 0,433 0,000 -354,500 57,519 0,000 -0,291 0,027 0,000 -0,315 0,028 0,000
R? 0,964 0,914 0,789 0,947 0,951

RZcorr. 0,947 0,901 0,757 0,934 0,933
DS 0,774 0,866 115,038 0,053 0,055

valor p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

ao: constante del modelo; a1, a;y as: coeficientes de los efectos principales; a2, a3y azs: coeficientes de las interacciones dobles; a1, azy ass: coeficientes de los efectos cuadraticos

Coef.: valor del coeficiente; DS: desviacion estandar; valor p: probabilidad; NS: coeficiente no significativo para un nivel de confianza del 95%

R? y R%corr.: coeficiente de correlacidn y coeficiente de correlacidn corregido
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Figura 4.4.1 Valores experimentales frente a valores predichos para el rendimiento de extraccion (a) (Y1, %) y
la capacidad antioxidante DPPH (b) (Y4, mmol TRE/g extracto)

Tabla 4.4.3 Ecuaciones del modelo del diseiio experimental Box-Behnken para la extraccion de hojas de nogal

Varlal?le Ecuaciones de ajuste del modelo
dependiente
Rendimiento Y1 (%) Y1=26,281 + 3,024x1" + 0,905 x5~ 1,444 x5~ 0,865 x1" X3™- 3,973 x37
TFCY,

_ . -
(g GAE/100 g extracto) Y2=22,999 + 1,725 x1" - 4,473 X3

FRAP Y3

h, . “
(nmol AAE/mg extracto) Y3=1395,250 + 13,250 x1" - 354,500 x3

DPPH Y4

_ . o 9
(mmol TRE/g extracto) Y4=1,223 + 0,173 x4 - 0,093 x1" x3" - 0,291 X3

ABTS Y5

- * 2 _ 2 _ 2
(mmol TRE/g extracto) Y5—1,315 + 0,143 X1 0,083 X1 0,125 X2 0,315 X3

X1, temperatura codificada; x;’, tiempo codificado; x3', concentracion de etanol codificada

El rendimiento de extraccion variéo entre 17,80% y 30,55% Yy las variables mas
significativas fueron la temperatura y la concentracion de EtOH. En la figura 4.4.2 se
representan las superficies de respuesta obtenidas para el rendimiento a los tres valores del
tiempos ensayados, en las que se detectd la presencia de un maximo localizado fuera de los
intervalos analizados de las variables. Los valores de rendimiento aumentaron al hacerlo el
tiempo de extraccion, aunque el valor mas alto, que se alcanzd para una temperatura de 75°C y
a una concentracion de EtOH del 38%, fue similar para los tres tiempos ensayados (28,74% a
30 min, 29,64% a 75 min y 30,55% a 120 min).

Respecto al contenido en fenoles totales y a las propiedades antioxidantes de los extractos,
solo la capacidad de inhibicion frente al radical ABTS resulté dependiente del tiempo de
extraccion. Las superficies de respuesta para el contenido en fenoles totales, la capacidad
antioxidante FRAP y la capacidad de inhibicion del radical DPPH (Figuras 4.4.3,4.4.4y 4.4.5,
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respectivamente) revelaron, al igual que para el rendimiento, la presencia de un maximo fuera
de la region experimental hacia valores crecientes de la temperatura. El valor mas alto de la
variable dependiente se alcanzé a 75°C y 50% de EtOH para el contenido en fenoles totales y
para la capacidad antioxidante FRAP y a 75°C y 44% de EtOH para la capacidad antioxidante
DPPH. Sin embargo, no se valor6 aumentar la temperatura de extraccion ya que, ademas de
problemas operacionales al perderse mas disolvente por evaporacion durante el proceso,
aumentar la temperatura podria promover la degradacion de los compuestos fendlicos extraidos
afectando a sus propiedades antioxidantes (Gonzalez et al., 2017; Tchabo et al., 2018).

Las superficies de respuesta para la capacidad de inhibicion del radical ABTS (Figura
4.4.6) presentaron un maximo situado a 71,25°C y 50% de EtOH. La capacidad antioxidante
ABTS fue la Unica de las propiedades en las que el tiempo resulté una variable significativa a
través de su interaccién cuadratica por lo que, al igual que en la capacidad antioxidante FRAP
de los extractos de chapa de eucalipto, la capacidad antioxidante ABTS aument6 al pasar de 30
a 75 min para disminuir de nuevo a 120 min. Esto sugiere una posible degradacion de los
compuestos bioactivos al exponerlos al efecto de la temperatura durante mas tiempo, por lo que
al igual que ocurri6 con la temperatura, no se valoré aumentar el tiempo de extraccion a mas de
dos horas. Un comportamiento similar se encontrd para las hojas de nogal extraidas en
ultrasonidos con disoluciones acuosas de etanol (Nour et al., 2016).

Las condiciones Optimas seleccionadas, resultado del analisis global de todas las
superficies de respuesta obtenidas, se correspondieron con las del experimento 12 del disefio
(Tabla 4.4.1): 75°C, 50% EtOH y 120 min. Se seleccion6 como temperatura Optima de
extraccion 75°C, ya que tanto el rendimiento como las propiedades de los extractos aumentaron
al aumentar la temperatura. Respecto a la concentracion de EtOH, los valores 6ptimos de
rendimiento y de las propiedades de los extractos se encontraron a concentraciones entre 38%
y 50%. Este rango esta en concordancia con lo expuesto por otros autores que han demostrado
que las disoluciones acuosas son mas efectivas en la extraccion de compuestos fenolicos que
los disolventes puros (Spigno et al; 2007; Thoo et al., 2010; Tchabo et al; 2018). Se selecciond
como optima la concentracion de 50% de EtOH por ser la que condujo a los mayores valores
para el contenido en fenoles totales y para la capacidad antioxidante FRAP y ABTS. Esta
concentracion fue casi idéntica a la determinada por Vieira et al. (2017) en la extraccion de
compuestos fendlicos de hojas de Juglans regia por maceracion (50,5% ) y ligeramente inferior
a la obtenida por Nour et al. (2016) en la extraccion de hojas de nogal mediante ultrasonidos
(62,82%). Dado que el tiempo fue la variable que menos afecté a las propiedades antioxidantes,
se seleccion6 como tiempo de extraccion 6ptimo 120 min, al ser con el que se obtuvo el mayor
rendimiento de extraccion.

109



RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 4.4.2 Superficies de respuesta para el rendimiento de extraccion (Y1, %) de las hojas de nogal en
funcion de la temperatura y de la concentracion de EtOH a 30, 75 min y 120 min
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m21,60-23,20
m 20,00-21,60
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16,80-18,40

Temperatura (2C)

Figura 4.4.3 Superficie de respuesta para el contenido en fenoles totales (Y2, g GAE/100 g extracto) de los
extractos de las hojas de nogal en funcion de la temperatura y de la concentracion de EtOH
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Figura 4.4.4 Superficie de respuesta para la capacidad antioxidante FRAP (Y3, nmol AAE/mg extracto) de los
extractos de las hojas de nogal en funcion de la temperatura y de la concentracion de EtOH
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Figura 4.4.5 Superficie de respuesta para la capacidad antioxidante DPPH (Y4, mmol TRE/g extracto) de los
extractos de las hojas de nogal en funcién de la temperatura y de la concentracion de EtOH

Tiempo 30y 120 min Tiempo 75 min

3 £

= s

g Q

e b
m1261,38
m1,13-1,25 m1,14-1,26
®1,01-1,13 m1,01-1,14
®0,89-1,01 ®0,35-1,01
0,77-0,89 ®0,77-0,89

0,65-0,77
25 35 a5 55 65 75 25 35 a5 55 65 75

Temperatura (2C) Temperatura (2C)

Figura 4.4.6 Superficies de respuesta para la capacidad antioxidante ABTS (Ys, mmol TRE/g extracto) de los
extractos de las hojas de nogal en funcién de la temperatura y la concentracion de EtOH para tiempos de 30 y
120 min y 75 min
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En la tabla 4.4.4 se resumen para todas las variables dependientes las condiciones que
condujeron al valor mas alto de las mismas en los intervalos ensayados, junto con los valores
que alcanzd cada variable en las condiciones dptimas seleccionadas. Ademas, para comprobar
la validez del modelo, se realiz6 una extraccion por duplicado en las condiciones seleccionadas
como Optimas mostrandose en la tabla 4.4.4 los resultados experimentales, que resultaron ser
muy proximos a los predichos por el modelo.

Tabla 4.4.4 Propiedades de los extractos de hojas de nogal en las condicjones optimas

Valor mas alto en el rango Optimo
. estudiado 75°C - 50% EtOH - 120 min
Propiedades (condiciones en las que se
Predicho Experimental
alcanzan)
Rendimiento 30,55
Y1 (%) (75°C - 38% EtOH - 120 min) 30,21 31,92:0,76
TFC 24,72
Y, (g GAE/100 g extracto) (75°C - 50% EtOH) 24,72 24,11:0,20
FRAP 1529
Ys (nmol AAE/mg extracto) (75°C - 50% EtOH) 1529 1473£35
DPPH 1,40
Y4 (mmol TRE/g extracto) (75°C - 44% EtOH) 1,40 1,5020,05
ABTS 1,38
Ys (mmol TRE/g extracto) (75°C - 50% EtOH - 75 min) 1,25 1,15:0,01

En la figura 4.4.7 se representa la capacidad de inhibicion de los radicales DPPH y ABTS
frente a la concentracion de extracto comparando el extracto optimo con el compuesto de
referencia Trolox (DPPH ECso de 0,042 mg/ml y ABTS ECs de 0,300 mg/ml).). Como se ha
demostrado a lo largo de este trabajo, la capacidad de inhibicion resultd dependiente de la
concentracion de extracto y aumentd al aumentar la concentracion hasta alcanzar un valor de
inhibicion maximo en el caso del radical DPPH del 80%. Para ambos radicales los extractos
presentaron una capacidad de inhibicidn inferior a la del Trolox, siendo la concentracién a la
que se alcanzo una inhibicion del 50% (ECso) de 0,11 mg/ml para el radical DPPH y de 0,985
mg/ml para el ABTS. El valor de ECso obtenido para los extractos de hoja de nogal de Juglans
major 209 x Juglans regia frente al radical DPPH resulto inferior y por tanto, de mayor
capacidad antioxidante a los obtenidos con agua a ebullicion de diversos cultivos de hoja de
Juglans regia (0,151-0,202 mg/ml; Pereira et al., 2007) o a los obtenidos con metanol (0,199
mg/ml; Carvalho et al., 2010).
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Figura 4.4.7 Porcentaje de inhibicion de los radicales DPPH (a) y ABTS (b) de extractos de hojas de nogal
obtenidos en las condiciones 6ptimas comparados con los del compuesto de referencia Trolox
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4.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIMICROBIANA DE EXTRACTOS
DE ERIZO Y CASCARA DE CASTANA, CHAPA DE EUCALIPTO Y PERICARPIO
DE NUEZ

Los extractos fendlicos obtenidos de productos vegetales resultan interesantes no solo por
sus propiedades antioxidantes sino también por el potencial como agentes antimicrobianos que
han demostrado tener (Pereira et al., 2007; Kavak et al., 2010; Zivkovié et al., 2010; Luis et al.,
2014; Carocho et al., 2018; Gullén et al., 2020). Por ello, en la actualidad, interesa la busqueda
de compuestos naturales que sean capaces de inhibir el crecimiento de bacterias y levaduras y
poder hacer frente al problema de resistencia, cada vez mas presente, que presentan los
patdgenos a los tratamientos antibidticos actuales (Zivkovi¢ et al., 2010; Luis et al., 2014).

Asi, en esta parte del trabajo se determing la capacidad antimicrobiana de algunos extractos
seleccionados, en concreto, los extractos acuosos de chapa de eucalipto obtenidos a 50°C a
partir de la chapa sin moler (apartado 4.1.2), de pericarpio de nuez (apartado 4.1.3) y de erizo
y cascara de castafia obtenidos a 75°C (apartado 4.2.2).

Para todos los extractos se analiz la capacidad de inhibir el crecimiento de diversas
bacterias Gram +: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermis y Gram -: Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Los extractos de erizo y
cascara de castafia se testaron también frente a diversas levaduras: Candida parapsilosis,
Candida tropicalis, Candida glabrata y Saccharomyces cerevisiae, asi como los de chapa de
eucalipto en los que, ademas de las levaduras nombradas (a excepcion de la Candida tropicalis
que no estaba disponible en el momento del analisis) se analizaron también la Candida albicans
y Candida krusei. Los extractos de pericarpio de nogal no fueron probados frente a levaduras
debido a que en estudios previos no se habian obtenido resultados positivos de su capacidad de
inhibicion frente a ellas (Oliveira et al., 2008).

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana se aplico el método de difusion radial
indicado en el apartado 3.4.6. Una vez determinada la concentracion inhibitoria minima (CIM)
de cada extracto, que es la concentracion mas baja a la que consigue inhibir el crecimiento de
los microorganismos, se codificd su actividad antimicrobiana, desde extractos sin actividad
antimicrobiana (radio de inhibicion < 1 mm) a extractos con muy alta actividad (radio >9 mm),
en funcion del valor del radio de la zona de inhibicion correspondiente al valor CIM, tal y como
se indica en la tabla 4.5.1, resultando los valores de la capacidad inhibitoria minima (CIM) de
los extractos analizados frente a las bacterias y a las levaduras que se muestran en las tablas
4.5.2'y 4.5.3, respectivamente.

Tabla 4.5.1 Codificacion de la actividad antimicrobiana en funcion del radio de inhibicion

Radio de inhibicién (mm) <1 1-3 3-5 5-9 >9

Cédigo - + ++ +4++ +++4+

Sin

Actividad antimicrobiana S
actividad

Ligera | Moderada | Alta Muy alta
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Tabla 4.5.2 Actividad antimicrobiana frente a bacterias de extractos acuosos seleccionados

CIM (mg/ml)
Material Bacterias Gram + Bacterias Gram -
B. cereus B. subtilis S. aureus S. epidermis E.coli P. aeruginosa

Erizo de 10 10 5 5 20 20
castana (+) (+) (++) (+) (+) (+)
Cascara de 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
castana (+) (+) (+) (+) (+) (*)
Chapas de 5 5 1 0,5 5 10
eucalipto (+) (+) (+) (++) (+) (++)
Pericarpio de 20 50 50 50 100 100
nuez (+) (+) (+) (++) () ()

Tabla 4.5.3 Actividad antimicrobiana frente a levaduras de extractos acuosos seleccionados

CIM (mg/ml)
Material Levaduras
C. C. C. S. C. C.
glabrata parapsilosis tropicalis cerevisiae krusei albicans
i 50 50 50 50
Erizo de NT NT
castafia ) ) 8) ()
5 50 50 50 50
Cascirzi de NT NT
castafia () () ) ()
5 5 100 5 100
Chapa.s de NT
eucalipto (++) (++) () (++) ()

NT: no testado

Como se observa, todos los extractos analizados fueron capaces de inhibir el crecimiento
de bacterias Gram + y, a excepcion de los extractos de pericarpio de nuez, también las Gram -.
Sin embargo, solo los extractos acuosos de chapa de eucalipto inhibieron el crecimiento de
levaduras. Dado que la capacidad antimicrobiana esta relacionada con la composicion fendlica
de los extractos, los diferentes comportamientos frente a los microorganismos analizados
pudieron estar relacionados con su diferente composicion y propiedades antioxidantes
(Alvarez-Suarez et al., 2010; Zivkovi¢ et al., 2010).

Los extractos acuosos de cascara de castafia, con un valor CIM de 2,5 mg/ml para todas las
bacterias analizadas, presentaron mayor capacidad que los extractos de erizo de inhibir el
crecimiento de las bacterias con una concentracion de inhibiciobn minima para todos los
microorganismos superior. La bacteria mas sensible a la accion de los extractos de erizo fue la
S. aureus, donde con un valor CIM de 5 mg/ml se consiguio una inhibicion moderada de la
bacteria. Las bacterias Gram - resultaron las més resistentes frente a los extractos de erizo,
necesitando una concentracion de 20 mg/ml para obtener una ligera inhibicion de las mismas.
Para ambos extractos, no se observé inhibicion del crecimiento de las levaduras ni siquiera a la
concentracion mas alta ensayada (50 mg/ml).

En la figura 4.5.1 se muestran los radios de inhibicion de los extractos de erizo y cascara
de castafia en funcién de la concentracion ensayada. Tanto para el erizo como para la céscara,
la actividad antimicrobiana aumenté al hacerlo la concentracion de extracto. En el caso de los
extractos de erizo se observo un rapido crecimiento inicial del radio de inhibicion hasta la

116



RESULTADOS Y DISCUSION

concentracion de 20 mg/ml, a partir de la cual los valores tendieron a estabilizarse. Para la
bacteria mas sensible, S. aureus la inhibicion alcanzada a esa concentracion fue muy alta. En
general, la sensibilidad de las bacterias frente a los extractos de erizo siguio el siguiente orden:
S. aureus > S. epidermis > B. cereus > B. subtilis > P. aeruginosa > E. coli, aunque a
concentraciones de 100 mg/ml la inhibicion alcanzada para la P. aeruginosa fue superior a la
de todas las bacterias Gram +, a excepcién de la S. aureus. En el caso de los extractos de cascara
de castafia, se produjo un rapido crecimiento del radio de inhibicion hasta alcanzar la
concentracion de 5 mg/ml a partir de la cual se estabilizaron sus valores. La sensibilidad de las
bacterias frente a los extractos de cascara siguid el siguiente orden: B. cereus > S. aureus > S.
epidermis > B. subtilis ~ P. aeruginosa = E. coli, aunque a la concentracion CIM (2,5 mg/ml),
los resultados para todas las bacterias fueron similares. Comparando los resultados con otros
autores, Zivkovi¢ et al. (2010) encontraron también que extractos etandlicos de erizo y céscara
fueron también efectivos frente a S. aureus y B. cereus; sin embargo, los extractos etandlicos
analizados por Silva et al. (2020) no mostraron efecto antimicrobiano frente a B. cereus ni E.
coli ni tampoco frente a la P. aeruginosa en el caso de los extractos de erizo, siendo ademas los
valores CIM superiores a los encontrados en esta tesis.
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Figura 4.5.1 Radios de inhibicion frente a bacterias de extractos acuosos de (a) erizo de castana (EC) y (b)
cascara de castana (CC) a diferentes concentraciones
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Los extractos de chapa de eucalipto fueron, de todos los analizados, los que presentaron
mayor capacidad antimicrobiana al conseguir inhibir tanto bacterias Gram + y Gram — como
levaduras. De las cinco levaduras testadas, se consiguié inhibir la C. glabrata, C. parapsilosis
y C. krusei a un valor de CIM de 5 mg/ml. Respecto a las bacterias analizadas, la S. epidermis
resulto ser la mas sensible al obtener una moderada inhibicion para un valor CIM de 0,5 mg/mi
y las mas resistentes fueron las bacterias Gram - E.coli y P. aeruginosa. Tal y como se observa
en la figura 4.5.2, los radios de inhibicion aumentaron con la concentracion con un crecimiento
rapido a concentraciones bajas (5 mg/ml), a excepciéon de la P. aeruginosa, para luego
estabilizarse. La sensibilidad de la chapa de eucalipto frente a las bacterias siguio el siguiente
orden: S. epidermis > S. aureus > B. cereus > B. subtilis > E. coli > E. aeruginosa y frente a las
levaduras: C. krusei > C. parapsilosis > C. glabrata. Los resultados estuvieron en concordancia
con los extractos etanolicos y metandlicos de astillas de eucalipto (Luis et al., 2014) que
resultaron efectivos tanto en la inhibicion de bacterias como levaduras.
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Figura 4.5.2 Radios de inhibicion frente a bacterias (a) y levaduras (b) de extractos acuosos de chapa de
eucalipto (ChE) a diferentes concentraciones
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Los extractos de pericarpio de nuez resultaron los de menor capacidad antimicrobiana de
entre los analizados, siendo solo capaces de inhibir el crecimiento de las bacterias Gram + y
necesitando mayor concentracion para conseguirlo que el resto de los extractos. La bacteria mas
sensible en este caso resultd la B. cereus con una concentracion inhibitoria minima de 20 mg/ml.
Tal y como se observa en la figura 4.5.3, al aumentar la concentracion de extracto de pericarpio
de nuez, aumento también el radio de inhibicion para cada bacteria. A concentraciones elevadas
de extracto, el mayor radio de inhibicion se obtuvo frente a S. epidermis, mientras que la
bacteria S. aureus resultd la mas resistente. La capacidad antimicrobiana del pericarpio de nuez
frente a B. cereus, S.aureus y B.subtilis fue también demostrada por Oliveira et al. (2008)
encontrando ademas valores CIM inferiores.
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Figura 4.5.3 Radio de inhibicion frente a bacterias de extractos acuosos de pericarpio de nuez (PN) a
diferentes concentraciones

En general, las bacterias Gram - son menos susceptibles de ser inhibidas por los extractos,
posiblemente porque poseen una membrana exterior con el componente lipopolisacarido que
dificulta el paso de los compuestos al actuar como una barrera (Kavak et al; 2010; Silva et al.,
2020). Aungue se ha encontrado que las bacterias Gram - y las levaduras son mas resistentes a
la accion de extractos vegetales (Luis et al., 2014), tanto los extractos de erizo y cascara de
castafia como los de chapa de eucalipto analizados en este estudio han demostrado ser capaces
de inhibir tanto bacterias Gram + como Gram — e incluso levaduras en el caso de los extractos
de chapa. Ademas, se encontrd relacion entre la capacidad antioxidante y la capacidad
antimicrobiana de los extractos analizados, al ser los extractos con mayor contenido en fenoles
totales y capacidad antioxidante (en el orden chapas de eucalipto > cascara de castafia > erizo
de castafia > pericarpio de nuez) los que presentaron una mayor capacidad de inhibicion del
crecimiento de los microrganismos analizados.
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4.6 ESTUDIO DEL PERFIL FENOLICO DE LOS EXTRACTOS

Para determinar los compuestos fendlicos presentes en una seleccién de los extractos
obtenidos en este trabajo se aplicaron diversas técnicas en funcidn del material a analizar. En
general, se seleccionaron aquellos extractos que presentaron mejores propiedades antioxidantes
en los estudios de extraccion previamente realizados. Los extractos de erizo y céscara de
castafia, de chapa de eucalipto, de involucro de avellana, de madera de acacia y de biomasa
forestal se analizaron mediante espectrometria de masas RP-HPLC-ESI-TOF. Posteriormente,
los compuestos fendlicos de extractos seleccionados de erizo y cascara de castafia y de chapa
de eucalipto fueron cuantificados mediante LC-MS/MS. Por Gltimo, los compuestos fenoélicos
presentes en los extractos de hoja de nogal se cuantificaron mediante un andlisis UPLC/ESI-
QTOF-MS.

4.6.1 Analisis del perfil fenolico de extractos mediante espectrometria de masas RP-
HPLC-ESI-TOF

Una seleccién de los extractos obtenidos en este trabajo se analiz6 por espectrometria de
masas RP-HPLC-ESI-TOF. La identificacion de los compuestos se llevé a cabo en base a la
coincidencia con el peso molecular y tiempo de retencion de compuestos estandar analizados
bajo las mismas condiciones, aunque en algunos casos la identificacion se asigné en base al
peso molecular de compuestos referenciados en materiales similares. En las tablas 4.6.1-4.6.6
se muestran los compuestos identificados para cada extracto analizado (erizo y céscara de
castafa, chapa de eucalipto, involucro de avellana, madera de acacia y biomasa forestal) y en
las figuras 4.6.1-4.6.4 los cromatogramas obtenidos. Se utilizo el codigo “IE” para indicar que
el compuesto se identificd segun el estandar y el codigo “IMZ” para indicar que se identificé en
base a su peso molecular.

Los extractos de erizo (EC) y cascara de castafia (CC) seleccionados fueron aquellos con
la mayor capacidad antioxidante de los obtenidos en los estudios de extraccion previos
(apartado 4.2.2), en concreto, los extractos obtenidos con MeOH 50% a 75°C en el caso del
erizo y los acuosos a 75°C en el caso de la c&scara. Se analizaron también los extractos obtenidos
a 75°C con el resto de los disolventes empleados. En las figuras 4.6.1 y 4.6.2 y en las tablas
4.6.1y 4.6.2 se muestran los cromatogramas obtenidos y los compuestos identificados en los
extractos de erizo y cascara, respectivamente.

Los cromatogramas obtenidos para los extractos de erizo obtenidos resultaron similares
para los tres extractos analizados. Sin embargo, en los extractos obtenidos con MeOH 50% solo
se consiguieron caracterizar dos picos, lo que puede indicar que el resto de los compuestos que
si fueron identificados en los extractos acuosos o etanolicos estuvieran presentes en tan baja
cantidad que no fueron detectados por el analisis. En el caso de la cascara de castafia, los tres
extractos presentaron también un perfil fendlico similar. En ambos residuos se identificaron
ésteres de glucosa (mono, di y tri-galoil glucosa), asi como acido elagico. El acido galico se
identificd en todos los extractos de cascara y en los etandlicos del erizo. Ambos compuestos
estan clasificados dentro del grupo de los taninos hidrolizables. Ademas, en los extractos
acuosos y etanolicos del erizo se detectaron diversos flavonoides como la quercetina 3-p-D-
glucésido y la quercetina 3-O-rhamndsido, asi como el flavonol kaempferol en los etandlicos.
En los extractos de cascara de castafia se detectaron compuestos de caracter condensado como
la catequina, galocatequina y epigalocatequina, esta Gltima solo en los extractos metandlicos.

120



RESULTADOS Y DISCUSION

Ademas, en la cascara de castafia se identificaron atendiendo a su peso molecular el &cido
protocatéquico y la vescalagina/castalagina, compuestos de caracter hidrolizable que también
se detectaron en otras partes de la castafia (VVasconcelos et al., 2010).

Tabla 4.6.1 Compuestos fendlicos identificados mediante RP-HPLC-ESI-TOF en extractos de erizo de castana

: . T.R. Erizo de castafia
Pico COMPUESTO [M-HT" (m/z) (min) | Agua | MeOH 50% | EtOH 50%
2 Mono, di, tri-galoil glucosa 331,07/481,08/631,09 2,2 IE IE IE
3 Acido galico 169,01 3,0 IE
7 Acido elagico 300,99 26,4 IE IE IE
8 Quercetina 3-B-D-glucésido 463,09 27,9 IE IE
9 Quercetina 3-0-rhamnosido 447 10 32,6 IE IE
10 Kaempferol 285,04 54,7 IE
T.R.: tiempo de retencion
IE: identificado segun estandar
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Figura 4.6.1 Cromatograma HPLC de los extractos de erizo de castafa obtenidos con agua, MeOH 50% y EtOH

50% a 75°C
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Tabla 4.6.2 Compuestos fendlicos identificados mediante RP-HPLC-ESI-TOF en extractos de cascara de castana

. . T.R. Cascara de castaia
Pico COMPUESTO [M-HT (m/2) (min) [ Agua | MeOH 50% | EtOH 50%
1 (-)-Epigalocatequina 305,07 1,4 - IE
2 Mono, di, tri-galoil glucosa 331,07/481,08/631,09 2,2 IE IE
3 Acido galico 169,01 3,0 IE IE IE
4 (-)-Galocatequina 305,06 4,7 IE IE IE
5 (+)-Catequina 289,07 10,4 IE IE IE
7 Acido elagico 300,99 26,4 IE IE IE
Vescalagina/castalagina 933,63 IMZ IMZ
Acido protocatéquico 153,12 IMZ IMZ
T.R.: tiempo de retencion
IE: identificado segln estandar
IMZ: identificado segin peso molecular
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Figura 4.6.2 Cromatograma HPLC de los extractos de cascara de castaiia obtenidos con agua, MeOH 50% y EtOH
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Los extractos de chapa de eucalipto (ChE) analizados fueron los de mayor capacidad
antioxidante obtenidos mediante maceracion con agua y EtOH a 50°C a partir de la chapa sin
moler (apartado 4.1.2). Los cromatogramas obtenidos y los picos identificados se muestran en
la figura 4.6.3 y en la tabla 4.6.3, respectivamente. Los cromatogramas resultaron similares y
los compuestos identificados en los extractos acuosos y etandlicos fueron los mismos. El
compuesto mayoritario en ambos casos fue el &cido elagico. Tanto la galoil glucosa como los

acidos gélico y elégico fueron también identificados en la corteza de eucalipto por Santos et al.
(2011).

Tabla 4.6.3 Compuestos fendlicos identificados mediante RP-HPLC-ESI-TOF en extractos de chapa de eucalipto

Pico COMPUESTO [M-H] (m/z) (Tr;?n') :gh::a de e”ca"E:gH
2 Mono, di, tri-galoil glucosa 331,07/481,08/631,09 2,2 IE IE
3 Acido galico 169,01 3,0 IE IE
7 Acido elagico 300,99 26,4 IE IE
9 Quercetina 3-0-rhamnosido 447,10 32,6 IE IE
T.R.: tiempo de retencion

IE: identificado segun estandar
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Figura 4.6.3 Cromatograma HPLC de los extractos de chapa de eucalipto obtenidos con agua y EtOH a 50°C
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Se determind también el perfil fenolico de los extractos de involucro de avellana, de madera
de acacia y de biomasa forestal con mayores capacidades antioxidantes (apartado 4.1.4). Asi,
en las tablas 4.6.4, 4.6.5 y 4.6.6 se presentan los compuestos identificados en los extractos de
involucro de avellana (In.Av) obtenidos con EtOH 50%, en los de madera de acacia (MAc)
extraidos con EtOH y en los de biomasa forestal (BF) obtenidos con MeOH 50%,
respectivamente. En la figura 4.6.4 se presentan los cromatogramas para cada extracto.

En los extractos etanolicos de involucro de avellana (Figura 4.6.4 y tabla 4.6.4) se
identificaron seis compuestos entre los que se encuentran los &cidos galico y elagico y
flavonoides como la catequina, la galocatequina, la quercetina 3-p-D-glucosido y quercetina 3-
O-rhamndsido. Ademas, el &cido fendlico protocatéquico se pudo identificar en base a su peso
molecular, cuya presencia fue confirmada en anélisis elaborados por otros autores (Del Rio et
al., 2011; Ivanovi¢ et al., 2020). En los extractos etanolicos de madera de acacia (Figura 4.6.4
y tabla 4.6.5) se consiguieron identificar cuatro compuestos, entre ellos el acido elagico y los
tres flavonoides: catequina, epicatequina y quercetina 3-O-rhamndsido. En el caso de los
extractos metandlicos de biomasa forestal (Figura 4.6.4 y tabla 4.6.6), se identificaron siete
compuestos en base a los compuestos estandar entre los que se encuentran ésteres de glucosa y
los acidos galico y elagico y diversos compuestos del grupo de los flavonoides y glucésidos de
la quercetina. Ademas, en base al peso molecular se identificaron los acidos protocatéquico y
clorogénico y la naringenina cuya presencia también fue confirmada en extractos de corteza de
eucalipto (Santos et al., 2011), que es un material que forma parte, junto con restos de pino y
otras especies de la biomasa forestal analizada.

Tabla 4.6.4 Compuestos fendlicos identificados mediante RP-HPLC-ESI-TOF en extractos de involucro de

avellana
. T.R Involucro de avellana
Pico COMPUESTO [M-H] (m/z) 2
(min) EtOH 50%

3 Acido galico 169,01 3,0 IE
4 (-)-Galocatequina 305,06 4,7 IE
5 (+)-Catequina 289,07 10,4 IE
7 Acido elagico 300,99 26,4 IE
8 Quercetina 3-B-D-glucosido 463,09 27,9 IE
9 Quercetina 3-0-rhamnésido 447,10 32,6 IE

Acido protocatéquico 153,12 - IMZ

T.R.: tiempo de retencion
IE: identificado segln estandar
IMZ: identificado segin peso molecular

Tabla 4.6.5 Compuestos fendlicos identificados mediante RP-HPLC-ESI-TOF en extractos de madera de acacia

Pico COMPUESTO [M-HT (m/z) o Maders do acacla
5 (+)-Catequina 289,06 10,4 IE
6 (-)-Epicatequina 289,06 15,9 IE
7 Acido elagico 300,99 26,4 IE
9 Quercetina 3-0-rhamnosido 447,10 32,6 IE

T.R.: tiempo de retencion
IE: identificado segln estandar
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Tabla 4.6.6 Compuestos fendlicos identificados mediante RP-HPLC-ESI-TOF en extractos de biomasa forestal

- B T.R. Biomasa forestal
Pico COMPUESTO [M-H] (m/z) (min) MeOH 50%
2 Mono, di, tri-galoil glucosa 331,07/481,08/631,09 2,2 IE
3 Acido galico 169,01 3,0 IE
5 (+)-Catequina 289,06 10,4 IE
6 (-)-Epicatequina 289,06 15,9 IE
7 Acido elagico 300,99 26,4 IE
8 Quercetina 3-B-D-glucésido 463,09 27,9 IE
9 Quercetina 3-0-rhamnosido 447,10 32,6 IE
Acido protocatéquico 153,12 IMZ
Acido clorogénico 353,10 IMZ
Naringenina 271,26 IMZ
T.R.: tiempo de retencion
IE: identificado segun estandar
IMZ: identificado segun peso molecular
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Figura 4.6.4 Cromatograma HPLC de los extractos de involucro de avellana (ETOH 50%), madera de acacia
(EtOH) y biomasa forestal (MeOH 50%)
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4.6.2 Cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en los extractos mediante
cromatografia liquida con espectrometria de masas LC-MS/MS

Una vez identificados los compuestos fendlicos presentes en los extractos de erizo y
cascara de castafia y chapa de eucalipto se realizo su cuantificacion mediante la tecnologia de
cromatografia liquida con espectrometria de masas (LC-MS/MS) tal y como se describe en el
apartado 3.4.7.2. Los resultados de la cuantificacion se muestran en la tabla 4.6.7.

Tabla 4.6.7 Cuantificacion de compuestos fenolicos mediante LC-MS/MS

ng/mg extracto b.s.
T.R.
COMPUESTO | ™2 | (mim) | weon | mon | | mon | JE | CE
50% 50% 50%
Acido galico 169,01 5,42 2356,86 | 2694,74 | 4944,44 | 5050,00 | 72800,00 | 55641,03
Acido elagico 300,99 | 35,52 6117,60 | 7368,42 | 952,22 | 1880,00 | 14680,00 | 78974,00
(r)Cateauina | 289,07 | 18,27 : : 337,14 | 439,00
(-)-Epicatequina 289,07 | 24,79 - - 5,50 8,10
(-)-Epigalocatequina | 305,06 9,41 - - 6,65 9,89
(-)-Galocatequina 305,06 8,94 - - 215,00 289,00
Quercetina 301,04 54,74 124,00 120,77

b.s.: base seca; T.R.: tiempo de retencion
EC: erizo de castaia; CC: cascara de castana; CHE: chapa de eucalipto

En los extractos de erizo de castafia, el compuesto mayoritario resulté ser el acido elagico
(71,2% y 72,4% para los extractos con MeOH 50% y EtOH 50%, respectivamente) seguido del
acido galico (27,4% para los metandlicos y 26,5% para los etandlicos). En los extractos
etandlicos, los compuestos identificados mediante esta técnica resultaron concordantes con los
previamente identificados mediante HPLC (Tabla 4.6.1) estando la quercetina 3-p-glucésido y
la quercetina 3-O-rhamnosido cuantificados como su aglicona quercetina. En el caso de los
extractos metanolicos, en los andlisis HPLC previos solo se habia detectado el acido elagico, lo
que confirmd la hipétesis de que el resto de compuestos no fueron detectados por el anélisis.
La composicion de los extractos etandlicos y metandlicos fue similar lo que estd en
concordancia con los resultados de actividad antioxidante previamente determinados.

En el caso de los extractos de cascara de castafia, los compuestos cuantificados fueron
analogos a los previamente identificados (Tabla 4.6.2), aunque en la cuantificacion se detectd
ademas la epicatequina en ambos extractos y la epigalocatequina en los extractos acuosos, que
no fueron detectados en el andlisis HPLC y que se cuantificaron como los compuestos
minoritarios en ambos. EI compuesto mayoritario es el &cido galico, que result6 estar en similar
proporcion en ambos extractos (76,5% en los acuosos y 65,8% en los etandlicos). La presencia
de &cido elagico fue mayor en los extractos etandlicos (24,5% respecto al 14,8% en los
acuosos).

En los extractos de chapa de eucalipto se cuantificaron segun LC-MS/MS dos compuestos,
el &cido gélico y el &cido elagico. No se cuantificaron glucésidos de la quercetina que si fueron
identificados mediante HPLC (Tabla 4.6.3). Los extractos acuosos presentaron mayor
porcentaje de acido galico (83,2%) que los etandlicos (41,3%), mientras que el acido elagico se
encontré en mayor proporcion en los etanolicos (58,7%) frente a los acuosos (16,8%). La
cantidad cuantificada de estos dos compuestos en los extractos de chapa de eucalipto fue
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superior a la cuantificada para los extractos de erizo y céscara de castafia. La capacidad
antioxidante de los extractos de chapa fue también superior a la obtenida para los extractos de
los residuos de castafia, o que demostrd la aportacion de estos compuestos al potencial
antioxidante de los extractos analizados.

4.6.3 Cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en los extractos de hoja de
nogal mediante cromatografia de masas UPLC/ESI-QTOF-MS

Los compuestos presentes en los extractos de hoja de nogal obtenidos en las condiciones
Optimas determinadas en el apartado 4.4 (extractos obtenidos con EtOH 50% a 75°C y 120 min)
fueron identificados y cuantificados mediante cromatografia de masas UPLC/ESI-QTOF-MS.
Esta tecnologia presenta ventajas frente a la cromatografia HPLC como la reduccion del tiempo
de analisis, mayor resolucién cromatografica, asi como mayor sensibilidad. En la tabla 4.6.8 se
muestra el perfil fendlico determinado para los extractos de hoja de nogal y en la figura 4.6.5
se muestra el cromatograma UPLC obtenido en donde se indican los picos de los compuestos
mayoritarios.

Se identificaron y cuantificaron quince compuestos fendlicos en estos extractos siendo el
compuesto mayoritario el flavonoide quercetina 3-B-D-glucésido (49,4%). Los éacidos
hidroxicinamicos, neoclorogénico y clorogénico se detectaron también en alta proporcién
(29,2% y 18,3%, respectivamente) y el acido galico en un 1,4%. El resto de los compuestos se
cuantificaron en mas bajas proporciones. Entre estos compuestos minoritarios se encontraron
otros acidos hidroxicindmicos como el ferulico y el p-cumarico y otros flavonoides como la
catequina, galocatequina o la quercetina. La proporcién de acido elagico cuantificada fue muy
baja, siendo este compuesto uno de los acidos fendlicos mayoritarios encontrados en las hojas
de Juglans regia por encima del acido clorogénico (Nour et al., 2016). Sin embargo, Masek et
al. (2019) no detectd acido elagico en los extractos de hojas de nogal obtenidos con EtOH 70%,
relacionando su ausencia con el tratamiento previo del material al ser en las hojas frescas de
nogal donde se detecta este acido. Otros estudios de la hoja de nogal de la especie Juglans regia
también referenciaron el &cido clorogénico y la quercetina 3-B-D-glucésido como sus
compuestos mayoritarios (Pereira et al., 2007; Vieira et al., 2017); sin embargo, el acido
neoclorogénico solo fue detectado por Pereira et al. (2007), siendo uno de los compuestos
mayoritarios en la especie hibrida Juglans major 209 x Juglans regia estudiada en este trabajo.
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Tabla 4.6.8 Compuestos fendlicos identificados y cuantificados mediante UPLC/ESI-QTOF-MS en extractos de
hoja de nogal

Compuesto m/z (I:r;;) ext?jgggb.s.
(-)-Galocatequina 305,06 2,4 14,17
(+)-Catequina hidratada 289,07 2,6 55,83
Acido clorogénico 353,09 2,7 5737,50
Acido elagico 300,99 4,0 68,92
(-)-Epicatequina 289,07 2,8 12,08
Acido ferulico 193,04 3,6 158,58
Acido galico 169,01 2,3 432,58
Isorhamnetina 315,05 5,4 3,17
Kaempferol 285,04 53 14,25
Acido neoclorogénico 353,08 2,5 9125,00
Acido p-cumarico 163,04 3,6 10,83
Procianidina B2 577,14 2,6 45,50
Quercetina 301,04 4,8 163,50
Quercetina 3-B8-D-glucosido 463,09 3,8 15441,67
Taxifolina 303,05 3,4 4,50
b.s.: base seca; T.R.: tiempo de retencion
gl
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Figura 4.6.5 Cromatograma UPLC de los extractos de hoja de nogal en las condiciones dptimas
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4.6.4 Propiedades bioactivas de los compuestos fendlicos presentes en los extractos

El potencial antioxidante de los compuestos fenolicos identificados en los extractos
mediante RP-HPLC-ESI-TOF, LC-MS/MS y UPLC/ESI-QTOF-MS ha sido ampliamente
demostrada. EI acido galico es un acido fenolico perteneciente al grupo de los &cidos
hidroxibenzoicos, precursor de muchos taninos con actividad antioxidante demostrada al actuar
como agente quelante e inhibidor de radicales libres (Balasundram et al., 2006; Carocho y
Ferreira, 2013). Otro de los acidos mayoritarios detectados en los extractos analizados, el acido
elagico es un acido fenodlico precursor de los elagitaninos que estd presente en numerosas
especies vegetales. Ademas de capacidad antioxidante, el acido elagico ha demostrado poseer
efecto quimiopreventivo frente a la carcinogenesis de colon y préstata en ensayos en ratas y
actividad antimicrobiana frente a diversas bacterias patogénicas como la E. coli y P.
aeruginosa, asi como efecto prebidtico favoreciendo el crecimiento de bifidobacterias
(Landete, 2011). Otros compuestos identificados clasificados dentro del grupo de los
flavanoles, como la catequina, galocatequina, epicatequina y la epigalocatequina estan
presentes en alta concentracion en numerosas especies vegetales como en el té verde y negro,
cacao o cereales (Ofosu et al., 2020) y en frutos del tipo de almendras, anacardos, castafias o
cacahuetes (Chang et al., 2016) y su potencial esta relacionado, ademéas de con su capacidad
antioxidante, con su capacidad antimicrobiana y antifngica, asi como su capacidad
antiinflamatoria, anticarcinogénica e hipocolesterolémica (Gadkari y Balaraman, 2015). Los
compuestos identificados clasificados como flavonoles, la quercetina y sus formas glucosadas,
demostraron su actividad antiinflamatoria y de proteccion frente al H>O> estando relacionados
con la reduccion en la generacion de especies reactivas del oxigeno (Vieira et al., 2017). Entre
ellos, la quercetina 3--D-glucésido es un compuesto presente en derivados vegetales cuyo
potencial esta vinculado a sus diversos efectos quimiopreventivos como agente inhibidor de
especies reactivas tanto del oxigeno (ROS) como del nitrégeno (RNS), atenuando los posibles
dafos relacionados con el estrés oxidativo, como potencial agente anticancerigeno al ser capaz
de inhibir la angiogénesis (formacion de nuevos vasos sanguineos) de los que depende el
crecimiento de los tumores, asi como a su potencial actividad antidiabética y antialérgica
(Valentovéetal., 2014). El &cido clorogénico y neoclorogénico identificados en la hoja de nogal
se clasifican dentro del grupo de los &cidos cindmicos, los cuales son compuestos presentes en
un gran numero de especies vegetales que presentan capacidad antioxidante y antiinflamatoria
y otros efectos bioldgicos como propiedades antidiabéticas, anti-hipertension y propiedades
antimicrobianas que los hacen susceptibles de ser usados en preservacion de alimentos (Naveed
etal., 2018).

Por todo ello, el interés en la valorizacion de los extractos obtenidos en los diversos
residuos y restos vegetales estudiados en este trabajo quedd demostrada al presentar en su
composicion compuestos fendlicos de gran interés para la industria alimentaria, cosmética y
farmaceutica.
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5 CONCLUSIONES

Como conclusiones generales de esta tesis doctoral, se ha demostrado que tanto la técnica
de extraccion empleada como las condiciones de operacién (tipo de disolvente, temperatura,
tiempo de extraccion y relacion sélido/liquido) afectan tanto al rendimiento de extraccion como
a las propiedades de los extractos obtenidos. Ademas, el comportamiento de cada material es
Unico y, por tanto, es necesario realizar estudios adaptados a las caracteristicas de cada uno de
ellos. En base a los resultados obtenidos, agua y etanol fueron los disolventes seleccionados
para la extracciobn de compuestos con propiedades antioxidantes de los residuos
lignocelul6sicos estudiados. Las capacidades antioxidante y antimicrobiana de los extractos
obtenidos, atribuidas a los compuestos fendlicos presentes en los mismos, confirmaron su
potencial para la formulacion de antioxidantes con aplicacion en las industrias alimentaria,
farmacéutica o cosmética y, en consecuencia, el interés de la valorizacién de los residuos
estudiados.

A continuacidn, se exponen las principales conclusiones derivadas de la discusién de los
resultados obtenidos en las distintas etapas de este trabajo.

o Del estudio preliminar de las condiciones de extraccion de los materiales analizados se
obtuvieron las siguientes conclusiones:

Tanto el rendimiento de extraccion como las propiedades antioxidantes de los extractos
resultaron dependientes del disolvente y de las condiciones de extraccion.

Para el erizo de la castafa, la extraccion con agua a 90°C durante 1 h condujo al mayor
rendimiento de extraccidn junto con los valores mas altos de contenido en fenoles totales y
capacidad antioxidante de los extractos. Los extractos metandlicos y etandlicos, obtenidos
mediante extraccion Soxhlet durante 15 h, presentaron un elevado contenido en fenoles
totales y una buena capacidad antioxidante. Los resultados mas bajos se obtuvieron para los
extractos de acetona.

Con respecto a las chapas de eucalipto, los extractos con mayor contenido en fenoles totales
y capacidad antioxidante se obtuvieron con las chapas sin moler, empleando etanol a 50°C
durante 90 min y relacién solido/liquido 1/10 (g/ml). Tanto el aumento de la temperatura
de 50°C a 75°C como la reduccion del tamafio de particula condujeron a un mayor
rendimiento de extraccion, aunque no a mejores propiedades antioxidantes de los extractos.
Del analisis de conglomerados de los extractos obtenidos con la chapa sin moler se
obtuvieron tres grupos de semejanza, uno que engloba, a los extractos de mayor capacidad
antioxidante (extractos obtenidos con etanol a 50°C), otro que agrupa a los de menor
capacidad antioxidante (extractos obtenidos a 75°C) y un tercer grupo que agrupa a los
extractos con capacidad antioxidante intermedia (resto de extracciones a 50°C).
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Para el pericarpio de nuez la extraccion con agua a su temperatura de ebullicion proporcion6
el mayor rendimiento de extraccion y la extraccion con etanol al 50% a temperatura
ambiente los extractos de mayor capacidad antioxidante. Las mejores condiciones de
extraccion para las hojas de nogal fueron, con etanol al 50% a 50°C y 60 min, las de menor
relacion sélido/liquido utilizada (1/10 g/ml).

Para el resto de los residuos analizados, etanol al 50% y metanol al 50% condujeron a los
mayores rendimiento de extraccion para el involucro de avellana y la madera de acacia
respectivamente, mientras que para la biomasa forestal se consiguieron resultados similares
con ambos disolventes. Los extractos con mejores propiedades antioxidantes se obtuvieron
con etanol al 50%, etanol y metanol al 50% para el involucro de avellana, la madera de
acacia y la biomasa forestal, respectivamente.

Para todos los materiales analizados, se encontrd una relacion lineal entre el contenido en
fenoles totales y la capacidad antioxidante de los extractos determinada segin los métodos
FRAP, DPPH y ABTS lo que demuestra que los compuestos fendlicos contribuyen a las
propiedades antioxidantes de los extractos.

o Del estudio del proceso de extraccion del erizo y cascara de castafia se concluyd lo
siguiente:

En las extracciones de erizo de castafia con disoluciones acuosas de etanol y metanol,
planificadas de acuerdo con un disefio experimental Box-Behnken, se encontré que la
temperatura y la concentracion de disolvente fueron las variables que mas afectaron al
proceso. En general, las propiedades antioxidantes de los extractos mejoraron al aumentar
la temperatura y disminuir la concentracion de disolvente. Las condiciones de extraccion
seleccionadas como Optimas, en las que se obtuvieron altos rendimientos de extraccion
junto con altas capacidades antioxidantes de los extractos fueron una temperatura de 75°C
empleando disoluciones acuosas de etanol o metanol al 50% y un tiempo de 75 min para las
extracciones metanolicas y 30 min para las etanolicas. Los rendimientos obtenidos con
ambos disolventes fueron similares, aunque en las extracciones metandlicas se obtuvieron
extractos de mayor capacidad antioxidante.

Del estudio comparativo entre los extractos de erizo y de cascara de castafia se encontrd
que, tanto la temperatura como el disolvente utilizado, afectaron significativamente al
rendimiento de extraccion de ambos materiales. No obstante, la temperatura no fue una
variable significativa sobre las propiedades antioxidantes de los extractos metandlicos y
etanolicos de la cascara de castafia. Los mayores rendimientos de extraccion se obtuvieron
para el erizo, mientras que las propiedades antioxidantes fueron mas elevadas en los
extractos de cascara de castafia. Las condiciones Optimas correspondieron a las extracciones
a 75 °C con agua y metanol al 50% para la cascara y el erizo, respectivamente. No obstante,
en el caso del erizo puesto que los resultados obtenidos con etanol al 50% resultaron
similares a los obtenidos con metanol al 50% se propuso el uso del etanol frente al metanol
por ser un disolvente GRAS.
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En el estudio de la extraccidn asistida por microondas del erizo y la cascara de castafia, se
encontré que el empleo de esta tecnologia no supuso una mejora frente a la maceracion con
disolventes en cuanto al rendimiento de extraccién, aunque si mejoraron las propiedades
antioxidantes de los extractos metandlicos y etandlicos del erizo reduciéndose el tiempo de
extraccion a 15 min lo que supuso una clara ventaja frente a la extraccion convencional.

Del estudio cinético del proceso de extraccion se concluyé que el modelo de Peleg fue
apropiado para modelizar la evolucion con el tiempo del contenido total en fenoles y la
capacidad antioxidante FRAP de los extractos.

o Del estudio del proceso de extraccion de la chapa de eucalipto sin moler empleando la
extraccion asistida por microondas se concluyd lo siguiente:

En los experimentos planificados de acuerdo con un disefio experimental Box-Behnken, se
encontré que la temperatura y el tiempo fueron las variables mas significativas sobre el
rendimiento de extraccion, que aumentd al hacerlo ambas variables. Por el contrario, el
tiempo fue la variable menos significativa sobre las propiedades antioxidantes de los
extractos. Por todo ello, se seleccionaron como condiciones éptimas las correspondientes a
65°C, relacion solido/liquido 1/8,8 g/ml y tiempo de 10 min.

Aunque el uso de la tecnologia de microondas no mejoré el rendimiento de extraccion y las
propiedades de los extractos obtenidos fueron superiores en la extraccion convencional, se
pudo concluir que, en este caso, la tecnologia microondas se presenta como una alternativa
prometedora al conseguir extractos con alta capacidad antioxidante, reduciendo el tiempo
de extraccion de 90 a 10 min y el consumo de disolvente al variar la relacién sélido/liquido
de 1/10 a 1/8,8 g/ml.

o Del estudio del proceso de extraccion de hojas de nogal con disoluciones acuosas de etanol
se pudo concluir que:

La temperatura y la concentracion del disolvente fueron los factores que més afectaron tanto
al rendimiento como a las propiedades de los extractos. El tiempo s6lo afect6 al rendimiento
de extraccion y a la capacidad antioxidante ABTS.

Tanto el rendimiento como las capacidades antioxidantes de los extractos aumentaron al
hacerlo la temperatura, encontrandose los valores maximos para valores intermedios de
concentracion de disolvente.

Del andlisis de las superficies de respuesta obtenidas se seleccionaron como condiciones
optimas, temperatura de 75°C, tiempo de 120 min y concentracion de etanol del 50%. En
estas condiciones se obtuvieron altos rendimientos de extraccion junto con extractos con
alta capacidad antioxidante.
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o Del estudio de la capacidad antimicrobiana de los extractos acuosos de erizo y céscara de
castafia, pericarpio de nuez y chapa de eucalipto seleccionados se pudo concluir que:

Los extractos analizados inhibieron el crecimiento tanto de bacterias Gram + como Gram -
a excepcion de los de pericarpio de nuez que no resultaron efectivos frente a las Gram -.
Ademas, los extractos de chapa de eucalipto fueron capaces de inhibir también el
crecimiento de levaduras.

Existe una relacion entre las propiedades antioxidantes de los extractos y la capacidad
antimicrobiana, al ser los extractos con mayor capacidad antioxidante, los de chapa de
eucalipto, los que mostraron una mayor capacidad de inhibir el crecimiento de los
microrganismos estudiados.

o Del andlisis del perfil fendlico de los extractos mediante espectrometria de masas se pudo
concluir que:

El potencial de los materiales analizados en esta tesis como fuente de compuestos bioactivos
quedo confirmado al identificarse en sus extractos compuestos fenolicos con demostradas
propiedades antioxidantes.

En los extractos de residuos de castafia y en los de chapa de eucalipto los compuestos
mayoritarios fueron el acido elagico y el acido galico. En los extractos de hoja de nogal se
cuantificaron como compuestos mayoritarios, la quercetina 3--D- glucdésido y los acidos
neoclorogénico, clorogénico y gélico.

Los extractos de chapa de eucalipto fueron los que presentaron un mayor contenido en
acidos fendlicos, a los que se atribuye la alta capacidad antioxidante de estos extractos.
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