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RESUMEN

La cascarilla de arroz es un subproducto agroalimentario cuya revalorizacion tiene gran interés
en el contexto de la economia circular. Es un material lignoceluldsico con una importante
fraccion de hemicelulosas formada por arabinoxilanos sustituidos cuya ruptura da lugar a xilo-
oligomeros con aplicaciones alimentarias, médicas y farmacéuticas. En este sentido, se han
estudiado diversas metodologias que permitan la extraccidon de dichos compuestos a partir de
subproductos de la industria alimentaria como la extraccidn alcalina y la extracciéon con agua
subcritica. A diferencia del proceso alcalino, la extraccion con agua subcritica no solo es una
tecnologia sostenible medioambientalmente, sino que ademas mantiene la funcionalidad de las
fracciones hemiceluldsicas aisladas de la materia prima. En este contexto resulta interesante la
valorizacidon de hemicelulosas a partir de cascarilla de arroz mediante ambas tecnologias a fin
de poder comprar su funcionalidad en términos de actividad antioxidante y poder
antimicrobiano. Este estudio contempla la determinacién de la potencial actividad antioxidante
de los diferentes extractos, asi como el estudio de su potencial actividad antimicrobiana frente
a bacterias tanto Gram — como Gram +. Para la determinacién de la actividad antioxidante se ha
utilizado el método de reducciéon del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), lo cual
permite comparar el poder antioxidante de ambos extractos con compuestos antioxidantes de
referencia. En cuanto a la potencial actividad antimicrobiana de los extractos, se ha determinado
la concentracion minima inhibitoria de ambos productos mediante el ensayo MTT que permite
probar multiples concentraciones diferentes al mismo tiempo de forma rapida y sencilla. De esta
forma, se obtenido la informacién necesaria para su futura aplicacién tanto en materiales de
envasado de alimentos, como en la propia formulacidn de alimentos, ya que por sus propiedades
activas permitirian prolongar su vida util a la vez que se enriquecen en compuestos
antioxidantes.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, Actividad Antioxidante, cascarilla de arroz,
valorizacion, arabioxialanos, extraccion subcritica.




ABSTRACT

Rice Husk is an agro-food by-product whose valorization is of great interest in the context of the
circular economy. It is a lignocellulosic material with an important fraction of hemicelluloses
constituted by substituted arabinoxylans whose rupture, gives rise to Xilo-oligomers with
alimentary, medical and pharmaceutical applications. In this sense, several methodologies have
been studied for allowing the extraction of these compounds from food industry byproducts,
such as alkaline extraction and subcritical water extraction. Unlike the alkaline process, the
extraction with subcritical water is not only an environmentally sustainable technology, but also
maintains the functionality of the hemicellulose fractions isolated from the raw material. In this
context, the valorization of hemicelluloses from rice husks through both technologies is
interesting to compare their effectiveness at maintaining the hemicellulose functionality in
terms of the antioxidant activity and antimicrobial capacity. This study includes the
determination of the potential antioxidant activity of the different extracts, as well as the study
of their potential antimicrobial activity against both Gram (-) and Gram (+) bacteria. For the
determination of the antioxidant activity the method of reduction of the free radical 2.2-
diphenyl-1-Picrilhidracilo (DPPH) was used, which allow for comparing the antioxidant capacity
of both extracts with other known antioxidant compounds. As concerns the antimicrobial
activity of the extracts, the minimum inhibitory concentration of both products was determined
by means of the MTT test, which allows for testing multiple different concentrations at the same
time, in a quick and easy manner. In this way, the information necessary for its future application
was obtained both in food packaging materials, as well as in food formulation, due to that fact
that their active properties would allow for extending food shelf life, while food are enriched in
antioxidant compounds.

Key words: Antimicrobial activity, antioxidant activity, rice husk, valorization, arabinoxylans,
subcritical extraction.
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1. INTRODUCCION

1.1. Residuos de la industria agroalimentaria

La poblacién mundial esta creciendo a una velocidad exponencial y al mismo tiempo lo hace su
necesidad de alimentos, medicamentos, vivienda, servicios basicos, energia, etc., y esto, se
traduce a su vez en mayores requerimientos para la gestion de los residuos asociados (Lin y col.,
2013). En la actualidad, la gestién de los residuos es un tema importante, especialmente en los
paises en vias de desarrollo como China o India, pero también en Europa. Los diferentes tipos
de residuos se pueden clasificar en urbanos, industriales, agricolas, sanitarios y sélidos en
funcién de su origen. A su vez, los urbanos y los sdlidos pueden subdividirse en vidrio, papel,
plasticos, metales, materia orgdnica y otros. Los desechos producidos a lo largo de la cadena de
suministro de alimentos son un buen ejemplo de un tipo de residuo generado a gran escala a
nivel mundial (Figura 1). Este tipo de residuos se esta volviendo cada vez mas problematico ya
que en algunos casos puede representar mas del 50% de los residuos totales producidos en los
paises, y el 60% de ellos pertenecen a materia organica (Lin y col., 2013). De acuerdo con la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacidn las principales causas
de la generacion de residuos de alimentos son el pudrimiento en la etapa de postcosecha,
rechazos por falta de calidad, deterioro de los alimentos por malas practicas de conservacién y
estrés en condiciones de almacenamiento, entre otras causas (Gustavsson y col., 2011), dando
lugar a alrededor de 2,5-10% toneladas de residuos anuales (AWARENET, 2004).

U.SA. EU.
*Whey 43,091,275 Tiyr * Starch 8 million Tiyr
* Corn stove 80-100 million T/yr (dry basis) *Tomato pomace 4 million Tiyr
California: * Post manufacturing food waste 34 million Tiyr
*Vegetable crop residue 1 million T/yr (dry basis) *Used cooking oil 0.7-1 million T/yr
* Tomato pomace 60,000 T/yr (dry basis) *Surplus whey 13,462 Tiyr
*Nut shells & pits 40,000 Tiyr * Surplus wheat straw 5.7 million T/yr (UK)
*Meat processingwaste 65,000 T/yr (dry basis) * Bread surplus 680,000 T/yr (UK)
* Food scraps in MSW 1.6-2 million T/yr (dry basis) * Citrus waste 0.6 million T/yr (Spain)

MEDITERRANEAN BASSIN
*Olive mill residue 30 million Tiyr

BRAZIL
* Sugar cane bagasse 376.5 million Tiyr
*Cornresidue 41.7 million Tiyr
*Cassava residue 51.6 million Tiyr
*Rice straw 4.5 million Tiyr

ASIA
*Palm oil 15.8 million Tiyr
*Food waste 1.2 million T/yr (Hong Kong)

*Wheat straw 5.4 million Tyr
* Citrus residues 9.4 million Tiyr

WORLD
*Rice husks 110 million T/yr
*Citrus peel residue 15.6 million Tiyr

AFRICA *Apple pomace 3-4.2 million Tiyr

* Citrus waste 139,724 T/yr (South Africa) *Grape pomace 5-9 million Tiyr
*Cocoa pods 20 millionT/yr (Ivory Coast) *Banana peels 9 million Tiyr
+Cashew Shell Nut Liquid 20,000 T/yr (Tanzania) * Kiwi residue 0.3 million Tiyr

Figura 1. Volumenes de residuos de la cadena de ministro de alimentos en diferentes partes del
mundo (Liny col., 2013).

Los residuos alimentarios son una opcion importante como fuente de recursos cuyo
aprovechamiento podria satisfacer en parte las necesidades mundiales de energia, materiales y
alimentos, aunque en la actualidad muchos de estos residuos no son aprovechados. Las
practicas actuales de gestion de residuos procedentes de la industria agroalimentaria para su
valorizacidn incluyen alimentacién animal, compostaje, incineracion y vertido en vertedero. La
alimentacién animal es generalmente la via mas rentable, pero a veces estad limitada por



cuestiones reglamentarias, asi como por la naturaleza del producto generado en el proceso. El
compostaje, es la practica mas popular y extendida, puesto que es ambientemente aceptable ya
gue permite cerrar el ciclo de carbono, a la vez que reduce las necesidades de fertilizantes y de
agua dulce. No obstante, esta practica todavia no es rentable desde el punto de vista econdmico
(Liny col., 2013). En cuanto a la eliminacién en vertederos, es una practica costosa con un gran
impacto ambiental, dadas las emisiones directas e indirectas de metano y didéxido de carbono
(Tuck y col., 2012). En el pasado, los residuos se destinaban a alimentacidn animal y a obtencion
de compost, sin embargo, aunque se siguen usando para ese fin, la tecnificacién de los cultivos
y de la actividad agricola, la aparicion de maquinaria y el uso de agroquimicos y pesticidas, han
hecho que la produccién de alimentos se haya desbocado.

1.2. Valorizacidn de los residuos de la industria agroalimentaria

Las necesidades actuales de nuestra sociedad en términos de competitividad econdmica,
eficiencia y maximizacién de los recursos estan fomentando el disefio y desarrollo de estrategias
encaminadas al aprovechamiento de los residuos de alimentos, con el objetivo de obtener
productos finales de alto valor afiadido. En algunos casos se “reutiliza” un producto; es decir se
emplea de nuevo para el mismo fin para el cual fue disefiado; en otros se “recicla” o transforma
dentro del mismo proceso productivo u otro proceso, como compostaje o digestién anaerobia,
y mas recientemente se “valorizan”, lo que le permite obtener valor afiadido mediante una
pequefia transformacién sin afectar la salud humana o el medioambiente (Moreno y Moral,
2011). En este sentido surge el termino conocido como subproducto entendido como todo
producto secundario obtenido en un determinado proceso y que puede tener determinadas
aplicaciones o aprovechamientos, de forma que lo que para una industria es un subproducto
para otra puede constituir su materia prima, obteniendo asi un producto principal. No obstante,
a pesar de los claros beneficios, la utilizacion de residuos agroalimentarios actualmente
representa un desafio debido a varios inconvenientes y limitaciones, tales como una
composicion heterogénea y variable (lipidos, carbohidratos, proteinas), contenido en agua alto
y bajo valor caldrico, lo que constituye un desafio para el desarrollo a gran escala de procesos
industriales coherentes ya que se encuentran limitados tecnoldgicamente, ademas de tener un
insuficiente apoyo legislativo y de infraestructuras (Lin y col., 2013).

La valorizacion es un concepto relativamente nuevo en el campo de la gestion de residuos
industriales que promueve el principio de desarrollo sostenible. Como muestra la Figura 2, uno
de los objetivos de la valorizacion de subproductos de procesamiento de alimentos es la
recuperacion de sustancias quimicas finas y la produccién de metabolitos con valor afiadido
través de procesos quimicos y biotecnoldgicos (Federici y col., 2009; Liny col., 2013). En general
estos residuos estan condicionados a la actividad industrial que los genera. Es de interés conocer
la composicion del residuo a valorizar para la adecuada seleccion de la tecnologia para llevar a
cabo el proceso de valorizacién, asi como para determinar su aplicacion mas conveniente.
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Figura 2. Componentes presentes en los residuos agroalimentarios y sus principales aplicaciones
(Liny col., 2013).

1.2.1. Valorizacién de subproductos de la industria de transformados vegetales

La industria de transformados vegetales es un sector muy amplio donde destacan las industrias
dedicadas a la elaboracién de zumos y concentrados de frutas, procesado de cereales (trigo,
arroz, etc.), conserveras (alcachofas, melocotén, tomate, etc.), congelados, mermeladas,
centrales hortofruticolas, empresas de distribucidn, etc. El porcentaje de residuos generado es
muy variable ya que esta determinado por multiples factores como el tipo de materia prima a
procesar, la calidad de la materia prima (ej. frutos dafiados, podridos, madurez excesiva o
insuficiente), que a su vez dependera de la climatologia, variedad, sistema de recoleccion o la
calidad deseable en el producto final, ya que la obtencién de calidades éptimas de producto
final requiere selecciones de materia prima mas rigurosas que aumentan el porcentaje de
residuos organicos y la tecnologia de fabricacion empleada.

Los residuos que merecen destacarse por su importancia cuantitativa y/o cualitativa son los
procedentes de la fabricacidn del aceite de oliva (orujo, alpechines, alperujo), zumo, procesado
de cereales como el arroz (medianos, salvado, cascarilla), de la extraccion de aceites de semillas
(cascaras), elaboracién de frutos secos, de la industria conservera y de la fabricacion de cerveza
y malta. Los residuos lignoceluldsicos estdn compuestos basicamente por lignina, celulosa,
hemicelulosas, pectina y almidén, en cantidades variables. La Tabla 1 muestra la composicidn
guimica principal de algunos subproductos de la industria de transformados vegetales (Sanchez
Riafio, 2010). Es de vital importancia conocer la composicion del residuo lignoceluldsico ya que
esta determinara cual sera la aplicacion mas conveniente (textiles, materiales de envase,
extraccion de compuestos bioactivos, pulpa de papel, material de construccion, abonos,
alimentos, etc.).



Tabla 1. Composicion quimica de algunos de los subproductos mas valorizados en base seca.
(Sanchez Riafio, 2010).

. 39 23
Cascarilla de arroz 2636 18-21 18-95
Bagazo de caia 49 24 26
Desechos citricos 20 11 2
(Bagazo y Cascara) 16 14 1
Subp’roductos de platano 13 15 14
(Cascara de Banano)

Uno de los componentes con mayor valor afladido que puede ser obtenido a partir de este tipo
de residuos es la fibra dietética. Entre otros componentes bioactivos que también pueden ser
extraidos se encuentran los carotenoides, los fitoestrégenos, los antioxidantes naturales como
lo compuestos fendlicos y los compuestos funcionales. Los compuestos fendlicos y los
flavonoides han atraido mucho la atencidn dado que son potentes antioxidantes e inhiben varias
actividades fisiolégicas tales como antiinflamatoria, antimicrobiana, antialérgica,
anticarcinogénica y antihipertensiva. Otro grupo interesante de compuestos que se pueden
obtener a partir de los residuos vegetales con los mono, di y oligosacaridos, asi como los
oligosacaridos no digeribles, actualmente considerados como prebidticos puesto que alcanzan
el colon sin ser digeridos, donde son fermentados principalmente por bifidobacterias y bacterias
acido lacticas, produciendo asi un efecto beneficioso para la salud (Federici y col., 2009).

Subproductos citricos

La industria de zumo de naranja genera, aproximadamente, 1,6 toneladas de residuos por m3 de
zumo producido. Por ejemplo, en la provincia de Valencia los residuos suponen
aproximadamente 6163,270 T/afio. Dada su amplia disponibilidad y composicién rica en aceites
esenciales, pigmentos, glucdsidos, vitaminas, aminodcidos, sales minerales y carbohidratos,
residuos resultantes de la elaboracién de zumo son de gran interese pasa su valorizacién en
productos de alto valor afiadido. Los subproductos citricos tienen multitud posibilidades para su
aprovechamiento tales como obtencién de aceites esenciales, carotenoides, flavonoides,
pectinas, pulpa para zumos reconstituidos y bebidas, fibra dietética, etc. Los aceites esenciales
son el principal subproducto aromatico de las fabricas de zumo de naranja y se encuentra en las
glandulas que tienen en el flavedo. Su extraccidn se lleva a cabo tras el lavado de las naranjas
en la recepcion y antes del proceso de extraccién del zumo. Existen varios métodos, pero todos
se basan en romper las glandulas y arrastrar mediante agua el aceite esencial. Su uso principal
es como potenciador de aromas de bebidas refrescantes, helados, galletas, golosinas y chicles,
y para la elaboracién de perfumes. Los carotenoides son pigmentos solubles en grasas y
disolventes organicos. Se encuentran en el flavedo, por lo que pasan a los aceites esenciales
extraidos de la corteza y en forma de dispersién en las vesiculas, por lo que pasan al zumo. Sus
principales usos son como potenciadores del color en zumos, helados, bebidas refrescantes,
caramelos y yogures) y en la elaboracidon de farmacos dadas sus propiedades antioxidantes
(Llorach y col., 2002). Flavonoides y limonoides también se pueden obtener a partir de



subproductos citricos, los cuales pueden usarse como edulcorantes no caléricos para zumos,
dulces dietéticos y dentifricos. Sus derivados oxidados se emplean como compuestos
antihemorroidales, antioxidantes y estabilizantes de grasas o anti-trombogénicos (Hertog MGL
y col., 1995; Middleton y col., 1994). Las pectinas representan el 30 % de la materia seca de la
corteza de los citricos y tienen multitud de aplicaciones tales como en la fabricacién de gelatina,
mermelada y confitura; estabilizacion de productos lacteos, principalmente cuando se mezcla el
producto lacteo con zumos de frutas para evitar la precipitacién de la caseina; espesante y
emulsificante de salsas y alifos; formulacién de alimentos bajos en calorias, para sustituir el
efecto en boca de las grasas o en farmacia, para problemas gastrointestinales. También ha sido
calificada como fibra dietética que disminuye el colesterol y ajusta el nivel de glucosa en sangre.
La corteza de los citricos y los residuos de las membranas que se obtienen en los extractores de
zumo representan aproximadamente un 40-50% en peso. Una de las aplicaciones mas antiguas
de estos residuos es para alimentacion de ganado. La piel presenta aproximamente 65% de fibra
dietética, la cual lleva asociados componentes activos como flavonoides y vitamina C y cuya
principal aplicacién es la formulacidn de alimentos funcionales (Larrauri, 1999). Ademas de la
fermentacidn tradicional de las melazas para obtener alcohol o de los residuos para obtener
biogas, existen otros productos que se pueden obtener por fermentacion a partir de
subproductos de citricos como enzimas y compuestos bioactivos. Asi, a partir de residuos de
citricos y lodos resultantes de su industrializacion se ha obtenido un plaguicida para el control
de plagas en plantaciones de melén mediante un proceso fermentativo con la cepa Trichoderma
harzianum T-78 (Lopez y col., 2010)

Subproductos del arroz

En el proceso de transformacidn del arroz cascara en arroz blanco se desperdicia gran parte del
producto, en cantidad (aproximadamente 35% del peso inicial) y en calidad (vitaminas,
proteinas, minerales, etc.). Los rendimientos obtenidos dependen de la variedad arroz, la
humedad a la entrada al molino, la tecnologia del molino y el grado de elaboracion.
Principalmente los subproductos resultantes de la transformacion del arroz cascara en arroz
blanco son los medianos, el salvado y la cascarilla. La valorizacion de los medianos del arroz se
destina principalmente a la alimentacién animal. También tiene otras aplicaciones como la
obtencidn de almiddn ya que el endospermo de los cereales es muy rico en almiddn. Este se
emplea para obtener jarabes de glucosa, por hidrdlisis del almiddn, productos de panificacion,
bolleria, confiteria, bebidas refrescantes, productos lacteos, jarabes de fructosa empleados para
alimentos dietéticos, etc. Otros usos de los medianos pueden ser la obtencién etanol, en
cerveceria ya que actlan como coadyuvantes y estabilizantes de la cerveza, produccion de arroz
inflado y harina (Valencia y César, 1994). El salvado tiene un gran interés por su volumen de
produccidn y su alto valor nutritivo (considerable contenido en grasas y proteinas). No se
consume directamente por su elevado contenido en fibras y la inestabilidad de sus grasas. Su
principal aplicacidn es la obtencién de aceite, el cual se utiliza para la obtencion de sustancias
guimicas (antiespumantes, antioxidantes, ésteres de sacarosa y monositol), refinado e
hidrogenacion para obtener margarinas, asi como en cosmética y farmacia (Vargas y col., 2010).



La cascarilla de arroz es el subproducto mayoritario generado durante el procesado del arroz. A
nivel mundial la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
reporta una produccion de 607.000 toneladas (Méndez, 2005) de arroz en el afio 2004. Teniendo
en cuenta que la cascarilla representa en promedio el 15-20% del peso del grano (Ahumada y
Rodriguez, 2006), esto supone un residuo de 134.000.000 Tm. Este subproducto se utiliza
mayoritariamente como combustible en sistemas de cogeneracidon dada su composicion quimica
(26-39% celulosa, 18-21% hemicelulosa y 18-25% lignina) con buen rendimiento energético
(3200 kcal/kg), ademas de desprender poco azufre (Valverde y col., 2007). A partir de las cenizas
de combustidon se puede obtener material refractario, cemento resistente a la corrosion,
antideslizante para neumaticos, silicatos (filtros para la materia organica del agua), absorbentes
en pastas jabonosas y dentifrico (poder abrasivo). En otras ocasiones la cascarilla de arroz se
destina como material de cama para animales y se desecha en rellenos de tierra o simplemente
se quema en los campos, contaminando asi el aire y el suelo. Otra alternativa es la obtencion de
productos de hidrélisis como el furfural, un disolvente selectivo de hidrocarburos en el refinado
del petrdleo, y adherentes como la xilosa o derivados como el xilitol, sustitutivo del sorbitol
como edulcorante y estabilizador de humedad. Un ejemplo de biorefineria a partir de cascarilla
de arroz seria es que se muestra en la Figura 3, donde a través de un proceso basado en
lixiviacion acida, tratamiento alcalino e hidrolisis con acido sulfurico se obtienen de forma
secuencial lignina, hemicellulosas, silica y nanocristales de celulosa (Barana vy col., 2016).

Starting material
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Leaching
HCL 0.1 M, 100°C,2h
l Vac {,."A " Filtwrate Concentration and
Acuum THration precipitation with EtOH
Solid 1
Alkaline extraction
NaOH 0.1 M, 100°C, 1-2 h Hemicellulose A
fromAD
Cellulose-rich Solid { )
‘—{ Vacuum Filtration ‘
Bleaching . 1 Filrate Concentration and
Acctic Acid /H,0,/H,80, | Acidification precipitation with EtOH
l X With HCI(5M) 1o pH 1
Acid Hydrolysis l
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Coagulation vn\‘ﬂ'nluhl Supernatant
. N and centrifugation
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Coagulation,
Centrifugation
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Figura 3. Ejemplo de biorrefineria a partir de cascarilla de arroz (Barana y col., 2016).

Subproductos del aceite de oliva

Los subproductos que se generan durante el proceso de extraccion del aceite de oliva son el
alpechin, los orujos y el alpeorujo. El principal aprovechamiento de los orujos es la extraccion
del aceite que todavia queda en esta pasta mediante el uso de disolventes, los cuales son
posteriormente eliminados, obteniéndose asi el aceite de orujo de oliva, perfectamente apto
para el consumo (Garcia, 2008). Del proceso de extraccidn del aceite de orujo resulta un residuo
sélido conocido como orujillo u orujo agotado el cual se utiliza habitualmente como pienso para



el ganado, como fertilizante, para obtener compost (Sainz y col., 2000) y como combustible en
sistemas de cogeneracidn (Ortega y col., 2004).

Tradicionalmente el alpechin se vertia a los cauces fluviales, generando grandes impactos sobre
las aguas receptoras. Actualmente se procesan mediante diferentes tratamientos como
concentracién por evaporacion, vertido sobre terrenos, tratamientos de depuracion
(coagulaciony bioldgicos) y tratamientos fisicoquimicos (resonancia magnética y ultrafiltracidn).
La melaza resultante del proceso de evaporacion se utiliza para diferentes fines tales como
compostaje, obtencién azlcares y antioxidantes. El alpeorujo, por otro lado, también es un
subproducto de dificil manejo. Su vertido incontrolado puede provocar problemas como la
coloraciéon de las aguas, amenaza de la vida acuatica, formacion de una pelicula que no deje
pasar los rayos de sol, deterioro del suelo, fitotoxicidad, olores desagradables. Por todo ello se
hace necesario también su tratamiento. De este subproducto se puede obtener también aceite
de orujo de oliva, a partir de una nueva centrifugacion o mediante su extraccién quimica con
disolventes. Después de la obtencién de este aceite, el remanente del alpeorujo desengrasado
se aprovecha usando técnicas de cogeneracién energética o de compostaje. También puede ser
utilizado para otras muchas aplicaciones, tales como alimento para ganado, produccién de
colorantes, antioxidantes como el hidroxitirosol, enzimas, pectinas, manitol, exopolisacarido de
interés comercial en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética, y obtencion de
bioplasticos a partir de fermentacién microbiana (Federici y col., 2009; Usaquén, 2008).

La desodorizacién de los aceites vegetales es una operacién que se lleva a cabo al final del
proceso de refinado de aceites vegetales cuya finalidad es eliminar las sustancias que imparten
sabores y olores indeseables a los mismos. Junto con las sustancias que producen aromas
indeseables en el aceite (productos de oxidacién como aldehidos, cetonas, etc.) se destilan, en
parte, algunos componentes minoritarios del aceite, tales como 4&cidos grasos libres,
tocoferoles, esteroles, escualeno, mono y diglicéridos, algo de triglicéridos, hidrocarburos
pesados y otros componentes menores. Esta corriente de subproducto recibe el nombre de
Destilado de Desodorizacion y cominmente se vende con un bajo valor afiadido, a industrias
relacionadas. Sin embargo, las caracteristicas de algunos de los componentes presentes
sugieren la conveniencia de un tratamiento de purificacion que permita separar los
componentes de mayor valor afiadido tales como los tocoferoles y esteroles (Carmona, 2016).

1.2.2. Valorizacion de residuos de la pesca

La explotacidn integral y sostenible de los recursos pesqueros es una necesidad puesto que solo
el 50% de las capturas son destinadas para consumo humanos. Asi, la industria de la pesca
descarta anualmente alrededor de 20 millones de toneladas en todo el mundo, lo que
representa el 25% de las capturas, incluyendo especies no deseadas y residuos y subproductos
de su procesado tales como visceras, cabezas, colas, sangre y caparazones. Actualmente la
mayoria de estos residuos son utilizados como alimento animal, fertilizantes, asi como para la
produccion de adhesivos y aceite de pescado (Ferraro y col. 2010). Dependiendo de su
composicion el aceite de pescado puede ser comestible o no. Sus usos mas habituales son la
produccidon de jabdn, glicerol, barnices, aceites industriales, fertilizantes y sustratos de
fermentacién, mientras que sus aplicaciones comestibles son basicamente la produccion de
margarina y manteca (AWARENET, 2004). No obstante, los residuos de la industria pesquera



también pueden ser valorizados a fin de obtener productos de alto valor afiadido tales como
acidos grasos omega 3, hidroxiapatita, taurina, creatinina, quitina, quitosano, acido hialurdnico,
colageno, gelatina, proteinas anticongelantes y enzimas. Entre las aplicaciones del colageno se
encuentra la produccién de productos cosméticos, apdsitos para heridas o como complementos
alimenticios para la prevencion y tratamientos de problemas osteoarticulares. La gelatina es una
proteina coloidal soluble en agua que se obtiene por hidrdlisis del colageno, la cual se utiliza
principalmente como emulsionante en la industria alimentaria, como agente encapsulante en la
industria farmacéutica, asi como complemento alimenticio o en la obtencién de films
comestibles y recubrimientos. Los acidos grasos omega 3 se encuentran generalmente en
pescados azules y en menor cantidad en los blancos, siendo los mas representativos el acido
eicosapentaenoico y el acido docosahexaenoico. Se pueden utilizar como suplementacién de
alimentos con fines nutracéuticos, puesto que reducen los niveles de colesterol en sangre. El
quitosano es un polisacarido que se obtiene de manera natural de la quitina proveniente del
caparazon de ciertos crustaceos, el cual contribuye a mantener los niveles normales de
colesterol por lo que se puede aplicar en medicina, tratamientos de aguas, cosmética y
alimentaciéon. También resulta muy interesante su uso para obtener envases biodegradables con
propiedades antimicrobianas. Por su parte, la quitina ha demostrado poseer actividad
antimicrobiana, inmunogénica y cicatrizante (Ferraroy col. 2010).

1.2.3. Valorizacion de residuos lacteos

La industria lactea es una parte importante de la industria alimentaria, con una gran
contribucion de residuos liquidos, los cuales pueden contener proteinas, sales, grasas y lactosa.
El residuo que ha recibido considerable atencién como fuente de productos de valor afiadido es
el suero de queso o lactosuero, la fraccién liquida que se separa de la cuajada y cuya
composicion varia segun la leche utilizada y el tipo de queso fabricado. Se estima que se
producen aproximadamente 9 millones de toneladas de queso por afio dentro de la UE y por
tanto una produccién anual de lactosuero de 50 millones de m* (Kosseva, 2011). Esta fraccion
liquida, representa el 83% del volumen total de la leche tratada y su valorizacién presenta un
gran interés por sus caracteristicas ya que tiene un alto valor bioldgico y un bajo contenido en
calorias. Existen distintas maneras de utilizar el lactosuero, pero dos de ellas son el secado
deshidratandolo o desmineralizacidn. La deshidratacion del lactosuero, previa concentracion,
permite obtener un polvo con las mismas caracteristicas que el liquido y que puede ser utilizado
para charcuteria, helados o pasteles, mezclandolo con otros ingredientes. Por otro lado, el
desmineralizado permite reducir el contenido salino del lactosuero mediante nanofiltracion,
electrodidlisis o intercambio idnico, aumentando las posibilidades de utilizacion del mismo. Este
tipo de lactosuero se destina mayoritariamente a la fabricacion de leches maternizadas y otros
productos dietéticos que requieren la presencia de lactosa y elevada calidad de lactoalbimina y
lactoglobulina, pero no toleran un contenido mineral elevado (Kosseva, 2011).

La leche es una mezcla de proteinas, lipidos y glucidos en un medio acuoso y, aunque las
proteinas representen una fraccion muy pequefia, su valorizacion es muy importante.
Principalmente existen dos grupos de proteinas, las casinas y las proteinas del suero. Las
caseinas forman complejos en la leche llamados micelas que estan dispersos en la fase acuosa
de la leche (Rebouillat y Ortega Requena 2015). Existen diferentes tipos de caseinas con
diferentes propiedades y estructura, pero todas son muy importantes para la fabricacion de



quesos, cremas batidas, licores de crema, cereales, carnes o como emulsificante en
blanqueadores del café (Fox, 2001). Por otro lado, las proteinas del suero son utilizadas para
alimentacién, pero también para productos cosméticos y farmacéuticos. Para introducirlas en
los alimentos se tienen que concentrar mediante filtracidén. Los concentrados de proteinas
tienen un bajo nivel de grasa y colesterol, pero, en general, en comparacidn con las otras formas
de proteina de suero, tienen niveles mas altos de compuestos bioactivos y son muy utilizados
para queso y yogur, helados, formulaciones dietéticas, barras energéticas de cereales, férmulas
infantiles, postres, productos horneados, coberturas, productos para untar bajos en grasa,
bebidas y alimentos para deportistas y productos nutricionales geriatricos (Rebouillat y Ortega
Requena 2015). También cabe destacar que, a partir del lactosuero, se pueden obtener algunos
productos de fermentaciéon como el acido lactico y vitaminas como la B2 y B12. Ademas de
proteinas, la leche también tiene una fraccion de grasas que contiene fosfolipidos y aunque se
encuentran en una cantidad muy baja, tienen un papel fundamental en la estabilizacion de
glébulos grasos. Los fosfolipidos tienen efectos positivos para los pacientes de Alzheimer, para
la respuesta frente al estrés y para la proteccién frente a toxicos y el desarrollo del cancer
(Rebouillat y Ortega Requena 2015). El sabor dulce de la leche lo aporta la lactosa, un disacarido
formado por la unién de una molécula de glucosa y otra de galactosa, la cual se destina tanto a
la industria farmacéutica como a alimentacion.

1.2.5. Valorizacion de residuos carnicos

El consumo de carne ha ido en aumento durante las Ultimas décadas, mientras que la demanda
de productos derivados menos valiosos como la sangre, las visceras y algunos musculos,
ampliamente consumidos en el pasado, ha ido disminuyendo dado el mayor poder adquisitivo
de la poblacién. Asi, en los mataderos se generan grandes cantidades de subproductos, entre
los que destacan piel, huesos, visceras, tejidos grasos, pies, craneo, etc., que constituyen entre
el 60-70% de la canal sacrificada, de los cuales casi el 40% son comestibles (Bhaskar y col., 2007).
En este sentido la industria carnica trata de encontrar nuevas soluciones de recuperacién para
estos desechos que podrian ser un riesgo serio tanto para el medio ambiente como para la salud
humana. Desafortunadamente, a diferencia de los residuos vegetales, la recuperacién de los
subproductos de la industria cérnica estd sujeta a severas limitaciones de higiene y salud. No
obstante, Toldrd y col. (2012) reportaron que los residuos carnicos y sus derivados podrian ser
valorizados para alimentaciéon humana, alimentacién animal, asi como en la industria quimica y
biotecnoldgica. Asi, pueden ser utilizados como mejoradores de sabor, ingredientes funcionales
o aditivos nutricionales para alimentos de baja calidad proteica (Bhaskar y col., 2007). También
se pueden obtener harinas de carne y huesos y sebos a partir de subproductos carnicos, asi
como productos farmacéuticos como la pancreatina y la insulina.

Uno de los subproductos de mayor interés que se puede obtener de los residuos carnicos es el
colageno, una proteina que se encuentra en el tejido conectivo fibroso y blanco. A partir de la
hidrélisis controlada del colageno se pueden obtener dos proteinas coloidales solubles en agua,
la cola y la gelatina con multitud de aplicaciones en diferentes sectores. A diferencia de la cola,
la gelatina se consigue a partir de materias primas frescas, bajo inspeccién sanitaria, lo que
permite que el producto sea comestible. Asi, mientras la gelatina se usa en la formulacion de
alimentos (salsas, helados, emulgentes), en clarificacién de vinos, cerveza y vinagre, en



productos farmacéuticos, medios de cultivo, etc., la cola se usa como adhesivo en carpinteria,
marqueteria, fosforeria, texturizacion del papel, papel de lija, etc. (Restrepo, 2006).

La sangre es el principal responsable de la carga organica de los efluentes en el matadero dada
su elevada demanda bioldgica de oxigeno y contenido en nitrégeno. De ahi, el interés en recoger
la sangre por separado en los mataderos, pues ademas de disminuir la carga contaminante,
permite su valorizacién. El aprovechamiento de la sangre se puede llevar a cabo separando el
plasma de los corpusculos afiadiendo anticoagulantes y posterior centrifugacion, obteniéndose
un plasma que se puede utilizar como emulsificante para la elaboracion de embutidos, en
panaderia o pasteleria. Cuando el plasma se separa, la mayor parte de las proteinas pasan a la
hemoglobina adoptando un color muy oscuro. Esta se va a utilizar en la fabricacion de morcillas,
embutidos y pasteles de carne. Ademas, el aprovechamiento de sangre también permite
obtener albumina sanguinea, que se utiliza como sustituto de la albimina del huevo. La sangre
desecada por atomizacién se utiliza como adhesivo, como estabilizante en la elaboracién de
bebidas, en emulsiones de hormigdn y ceramica o como harina de sangre que es un producto
que se utiliza en piensos de animales (Maldonado y Emerson, 2016).

1.3. Biorefieneria

El principal desafio en el contexto de la valorizacidn de subproductos de la industria alimentaria
es integrar eficientemente el pretratamiento de la biomasa y la recuperacion de quimicos
biogénicos facilmente explotables mediante sucesivos procesos de bioconversion para obtener
secuencialmente diferentes tipos de productos, desde productos quimicos finos y farmacéuticos
(que tienen un mayor valor de mercado) hasta productos quimicos a granel y biocombustibles
(que tienen un valor de mercado mas bajo). Este proceso de aprovechamiento integral de los
residuos para obtener energias renovables, necesarias en el contexto de agotamiento de las
reservas de combustibles fdsiles y calentamiento global, a la vez que otros productos de valor
afiadido para las industrias de alimentos, farmacéuticas, etc., se ha denominado biorefineria
(Federici y col., 2009; Liguori y col., 2013). Los protocolos de valorizacidon intensificados junto
con los bajos o nulos costos del material de partida y los beneficios ambientales asociados con
su eliminacién, deberian hacer que el concepto de biorrefineria aplicado a los residuos de la
industria alimentaria sea rentable e industrialmente comercializable (Federici y col., 2009). Un
ejemplo de biorefineria es el que se muestra en la Figura 4 para los olivos donde cada uno de
los subproductos generados se valorizan de forma integral mediante diferentes estrategias
obteniéndose productos de alto valor afiadido como antioxidantes, enzimas, biocombustibles,
etc. (Federiciy col., 2009). A continuacidn, se detallan algunos de los productos de mayor interés
obtenidos mediante procesos de biorefineria a partir de subproductos de la industria
alimentaria.
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Figura 4. La 'biorrefineria de olivos' con los procesos asociados de aguas residuales del molido
de aceituna, subproductos, valorizacion y eliminacion de residuos (Federici y col., 2009).

1.3.1. Biofuel
Bioetanol

Los mayores productores de etanol en el mundo son los Estados Unidos, Brasil y China. En 2009,
EEUU Produjo 40-10° L de bioetanol utilizando maiz como materia prima, mientras que el
segundo mayor productor, Brasil, cred alrededor de 30-10° L de etanol usando cafia de azlcar
(Bhatia y col., 2012). La produccion de bioetanol a partir de esta materia prima comestible
plantea inquietudes acerca de la competencia con los suministros de alimentos y piensos. No
obstante, la biomasa residual lignoceluldsica no comestible constituye un sustrato alternativo
sostenible para la produccion de bioetanol, debido a su abundancia, distribucion generalizada y
su no competencia con el suministro de alimentos (Liguori y col., 2013). La obtencion de
bioetanol puede obtenerse por diversas técnicas, pero la hidrélisis enzimatica mediante (hemi)
celulasas es el método mas utilizado (Taherzadeh y Keikhosro 2007). Sin embargo, todavia
guedan muchos desafios por enfrentar para mejorar la competitividad del proceso de
produccidn de bioetanol celuldsico, y mas concretamente el coste de las enzimas utilizadas en
el proceso (Liguoriy col., 2013).

Biobutanol

El biobutanol se obtiene a través de la fermentacion de azlcares llevada a cabo por
microorganismos del género Clostridium. Durante el proceso de fermentacidén se obtienen
mayoritariamente tres productos: acetona, butanol y etanol. Por esta razén, a este proceso se
le denomina desde sus inicios fermentacién ABE (Gottschalk 1986). El biobutanol representa
una excelente materia prima en la industria del plastico y, lo que es mas importante, un
combustible de calidad superior al bioetanol, ya que es menos corrosivo, menos higroscépico y
tolera mejor la contaminacién del agua (Pfromm y col., 2010). El butanol puede ser producido
a partir de diferentes tipos de residuos agroalimetnarios, por gran variedad de microorganismos,
siendo Clostridium acetobutylicum vy Clostridium beijerinckii las cepas mdas comunmente
utilizadas (Tabla 2) (Durre 1998; Qureshi y col., 2006).



Tabla 2. Ejemplos de procesos de fermentacion que producen biobutanol a partir de desechos
(Adaptado de Liguori y col., 2013).

Clostridium saccharobutylicum DSM 13864 Melaza de cafa

Clostridium acetobutylicum P260 Fibra de maiz xilano
Clostridium acetobutylicum 2N Melaza de remolacha azucarera
Clostridium acetobutylicum Azucares derivados del almiddn
Clostridium baijerinckii ATCC 55025 Salvado de trigo

Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4  Aceite de palma

Biohidrogeno

En los ultimos afios el hidrogeno se esta convirtiendo en uno de los nuevos combustibles mas
favorables porque es limpio, reciclable y puede usarse en celdas de combustible para generar
electricidad directamente (Das y Veziroglu 2001). La produccién fermentativa de hidrégeno
resulta de la conversidn fermentativa de un sustrato organico a biohidrégeno, que se produce
por un grupo diverso de bacterias que utilizan sistemas de multiples enzimas en tres pasos
similares a la conversidon anaerdbica. La Tabla 3 resume algunos ejemplos de procesos de
fermentacién que producen biohidrégeno a partir de residuos de la industria agroalimentaria.

Tabla 3. Ejemplos de procesos de fermentacion que producen biohidrégeno a partir de desechos
(Adaptada de Liguoriy col., 2013).

Clostridium thermocellum ATCC 27405 Cascos

Caldicellulosiruptor saccharolyticus (dark Piel de patata al vapor hidrolizada y melaza
fermentation step) and Rhodobacter

capsulatus (DSM1710) (photofermentation

step)
Rhodobacter sphaeroides 0.U.001 Aguas de desecho de la industria lactea
Rhodobacter sphaeroides 0.U.001 Aguas de desecho del tofu
Rhodobacter sphaeroides 0.U.001 Aguas de desecho de la fermentacidn del
acido lactico

Rhodopseudomonas Aguas residuales y aguas de desecho
Rhodobacter sphaeroides RV Desechos sélidos municipales

Biogas

El biogas se produce por digestién anaerdbica o fermentacion de materiales biodegradables, y
comprende principalmente metano (CH,) y didxido de carbono (CO,) y en algunas ocasiones
pequefias cantidades de sulfuro de hidrégeno (H.S), humedad vy siloxanos (Schink 1997). Los
residuos de la industria agroalimentaria son sustratos excelentes para la produccion de biogas
en tratamientos de digestion anaerdbica. La Tabla 4 resume algunos ejemplos de procesos de
fermentacién que producen biogas a partir de desechos.



Tabla 4. Ejemplos de procesos de fermentacidn que producen (biogas) metano (CH.) y diéxido
de carbono (CO;) a partir de desechos (Adaptada de Liguori y col., 2013).

La biomasa de residuos de vino y cerveza Estiércol de cerdo y desechos de pescado
Lodo activado tratado anaerdbicamente Estiércol de ganado y desperdicio de
comida

Lodos anaerdbicos derivados de biogds agricola = Fraccion organica de residuos sélidos
municipales, lodo primario y lodo activado
residual

Lodos anaerdbicos de un digestor de lodo de Lodos de aguas residuales y fraccion

aguas residuales y / o estiércol de ganado organica de desechos sdlidos municipales

Inéculo de semillas recolectado de una planta Residuos sdlidos municipales y aguas

cercana de biogds basada en estiércol bovino de residuales domésticas

Khadi y Village Industries

Las aguas residuales contienen sdlidos organicos

y bacterias metanogénicas

1.3.2. Bioelectricidad

Las celdas de combustible microbianas (CCM) son una nueva estrategia en el tratamiento de
desechos bioldgicos ya que permiten la conversion de biomasa en electricidad utilizando su ruta
metabdlica. Las CCM son dispositivos bioelectroquimicos hibridos que convierten directamente
la energia depositada en enlaces quimicos del sustrato en energia eléctrica a través de
reacciones bioelectroquimicas mediadas por microorganismos. Entre las aplicaciones posibles
para estas celdas se encuentra el tratamiento de efluentes con alto contenido de materia
organicay la generaciéon de corriente eléctrica en sedimentos marinos. Dado que esta tecnologia
se encuentra principalmente en su etapa de desarrollo experimental y piloto, las potencias
obtenidas son aln bajas y no hay actualmente aplicaciones comerciales disponibles, aunque el
gran desarrollo en los Ultimos afios de investigacidn hace prever un futuro prometedor a medio
plazo (Rabaey y Verstraete 2005).

1.3.3. Biopolimeros

Hace tiempo que se reconoce el potencial de los polimeros biodegradables y, en particular, los
obtenidos a partir de recursos agricolas. Los plasticos biodegradables fabricados a partir de
recursos renovables pueden reducir el consumo de petréleo y disminuir los problemas de
eliminacidn de residuos de plastico, ya que son biodegradables en el suelo, compost y ambientes
marinos. Los denominados "agro-polimeros" se pueden utilizar en la industria alimentaria y el
envasado, reemplazando los materiales plasticos convencionales. La Tabla 5 muestra los
principales polimeros obtenidos a partir de biomasa. Los polihidroxialcanoatos son polimeros
biodegradables producidos mediante fermentacion microbiana a partir de biomasa (Ojumu y
col., 2004; Leaf y Srienc 1998), mientras que el acido polilactico es un polimero biodegradable
obtenido mediante la polimerizacion del acido lactico el cual se obtiene mediante fermentacion
de la biomasa.



Tabla 5. Principales polimeros obtenidos a partir de biomasa.

Almidén Maiz (Villada y col., 2006)
Exoesqueleto de crustaceos

Quitosano .
insectos, moluscos y hongos

(Centesy col., 2013)

Gelatina Derivados de proteina (Villada y col., 2006)
Colageno Derivados de proteina (Villada y col., 2006)
Polihidroxialcanoatos (PHAs) \(/)erlgg;;::cterlano y aceites EE:::J; ::/Oiglfozoogl)(’i)
Polihidroxivalerato (PHV) Origen bacteriano (Villada y col., 2006)
Polihidroxibutirato (PHB) Cafia de azlcar (Larrahondo, 2005)
Acido polilactico (PLA) Acido lactico (Sin, 2012)

1.3.4. Acidos organicos

La bioconversion de la biomasa lignoceluldsica podria contribuir significativamente a la
produccidon de productos quimicos organicos, puesto que el metabolismo bacteriano puede
producir una amplia gama de 4cidos organicos (Gottschalk, 1986). La Tabla 6 resume algunos
ejemplos de procesos de fermentacidon que producen acidos organicos a partir de residuos
lignocelulosicos.

Los acidos organicos volatiles como el acido acético, los acidos propidnicos, el acido oxalico y el
acido butirico se han obtenido de céscaras de cereales (Jiny col., 2002, 2004, 2006), residuos de
bagazo (Henrique y col.,, 2005), residuos alimenticios (Lim y col. 2008) y residuos de
decorticaciones de hojas de sisal (Mshandete y col., 2008). Ademas, el acido férmico, el acido
levulinico, el cido citrico, el acido valérico, el acido caprdico y el acido vainilico se han obtenido
del bioprocesamiento de residuos lignoceluldsicos (Olson 2001; Chaudhary y Sharma 2005;
Mshandete y col., 2008; Ibrahim y col., 2008).

Tabla 6. Ejemplos de procesos de fermentacién para la produccién de acidos orgdnicos.
(Adaptado de Liguori y col., 2013).

Lactobacillus manihotivorans

LMG18011 Desecho de cafeteria Acido lactico
Hidrolizado de salvado de

Lactobacillus bifermentans Acido lactico

trigo
Lactobacillus sp. Bagazo de cassava Acido lactico
Lactobacillus sp. Madera blanda Acido lactico

. Derivados lignocelulésicos - o
Pediococcus pentosaceus Acido lactico
mezclados con azucares

Rhyzopu oryzae Hidrolizado de maiz Acido lactico
Melaza, suero de leche,
Acido citrico maiz Zea, desechos de Acido lactico

naranja y vaina de carvanal



1.3.5. Derivados de fermentacion en estado sélido

La fermentacion en estado sdlido se lleva a cabo en ausencia o casi ausencia de agua libre
(Pandey 2003) y se caracteriza por un bajo consumo de energia, una alta productividad
volumétrica, la obtencién de productos de valor afiadido, menos generacion de desechos y baja
represion catabdlica (Holker y col., 2004). Se han utilizado diferentes tipos de desechos con éxito
como sustratos para la fermentacion microbiana en estado sdlido, para producir una gran
variedad de productos, con un buen balance econdémico, tales como enzimas utilizadas en
aplicaciones industriales. Asi, Castilho y col. (2000) obtuvieron pectinasas mediante la
fermentacidén sélida de residuos de soja y salvado de trigo utilizando una cepa de Aspergillus
niger.

La produccidon de enzimas industrialmente relevantes, tales como las enzimas oxidativas
(lactasas), peroxidasas de lignina y peroxidasas de manganeso (Hofrichter y col., 2010)), enzimas
hidroliticas (xilanasas (Bhat 2000), celulasas (Phitsuwan y col., 2013), proteasas (Anwar vy
Saleemuddin 1998) y lipasas (Nagarajan 2012)), atraen mucho interés debido a sus aplicaciones
en diferentes campos industriales, como la industria de pulpa y papel, industria alimentaria,
industria de alimentacién animal, industria textil, industria de detergentes, farmacéutica, de
cuero y de la seda. Ademas, las enzimas oxidativas representan biocatalizadores utiles para
procesos de biorremediacidon, pudiendo degradar una gran variedad de compuestos toxicos y
recalcitrantes.

1.3.6. Productos farmacéuticos

El cultivo de hongos en residuos lignoceluldsicos permite producir muchos productos de alto
valor agregado con aplicaciones farmacéuticas, como hormonas, vitaminas y enzimas. En
particular, se ha estudiado sobre el cultivo de Lentinula edodes, que permite convertir desechos
de bajo valor biolégico en productos de alto valor afiadido con propiedades antiinflamatorias,
antivirales y antibacterianas, compuestos con propiedades inmunomoduladoras, asi como
sustancias activas que disminuyen el colesterol (Israilides y Philippoussis 2003; Philippoussis y
col., 2007; Zhang y col., 2007). Ademas, también se puede usar como adyuvante en algunas
terapias contra el cancer (Borchers y col., 1999), como anticoagulante (Subbarao y col., 1979), y
también en pacientes con infecciones bacterianas y parasitarias (Jones, 1988).

También se han encontrado péptidos bioactivos derivados de subproductos de pescado que han
mostrado diversas actividades bioldgicas, incluyendo actividades antihipertensivas y
antioxidantes (Senevirathne y Kim 2012). La vainillina es uno de los productos que ha despertado
gran interés (Walton y col., 2003) para la produccion de medicamentos como la papaverina.
(zhangy col., 2007).

1.3.7. Alimentacién animal

La bioconversidn de desechos a través del cultivo de hongos representan un sistema innovador
y alternativo que ofrece el potencial de obtener alimentos atractivos ricos en proteinas, que



complementan las fuentes de proteina convencionales. La utilizacion de desechos agricolas,
tales como pieles de tomate, cascaras de tallos de maiz y mazorcas, permite obtener productos
de alto valor agregado, que se utilizan como alimento para animales (Israilides y Henderson
1981). Setas comestibles tales como Lentinus spp., Lentinula spp., Leonotis spp., Pleurotus spp.,
Agaricus spp., Agrocybe spp., Volvariella spp., Y Grifola spp., capaces de crecer en una amplia
gama de biomasas, incluidas las lignocelulésicas, y los desechos agroindustriales han sido
ampliamente estudiados por su capacidad para fermentar los diferentes residuos de cultivos
(paja de trigo, desechos sélidos de almazara, bambu madake, etc.) y para producir alimentos
mejorados para los animales. Los efectos de los hongos sobre los residuos lignoceluldsicos se
centran en dos puntos: aumentan la digestibilidad del material lignoceluldsico a través de sus
actividades enzimaticas, pero también pueden usar los sustratos para aumentar el contenido de
proteinas. Ademas, los residuos lignocelulésicos tratados con hongos no conllevas ningun riesgo
para los animales (Howard y col.,, 2003), por lo que proporcionan una alternativa
econdmicamente aceptable para la produccidn de alimentos de sabor y calidad superior que no
necesitan aislamiento y purificacién (Israilides y Philippoussis 2003; Philippoussis y col., 2007).

1.3.8. Hemicelulosas

Las hemicelulosas son una clase heterogénea de polimeros, que pueden estar formados por
pentosas (B-D-xilosa, a-L-arabinosa), hexosas (B-D-manosa, B-D-glucosa, a-D-galactosa) y/o
acidos urdnicos (acidos a-D-glucurdnico, a-D-4-O-metilgalactourdnico y a-Dgalactourdnico). Las
hemicelulosas se clasifican segin los mondmeros que conforman la cadena principal del
polimero, y eventualmente sus ramificaciones, en glucomananos, galactoglucomananos,
galactomananos, arabinogalactanos, xilanos, arabinoxilanos, xiloglucanos y B-glucanos (Siota,
2014). Partiendo de materiales lignoceluldsicos ricos en xilanos, la degradacion de las cadenas
de hemicelulosa mediante tratamientos hidroliticos, ya sea en medios bdsicos o acidos, o
catalizados por enzimas conduce a xilooligosacaridos con aplicaciones alimentarias, médicas y
farmacéuticas (Vazquezy col., 2001). Se pueden usar como alimentos dietéticos solubles debido
a su bajo valor caldrico y sus propiedades organolépticas aceptables. Ademas, actian como
prebidticos que promueven el crecimiento de bifidobacterias en el colon (Crittenden y Playne,
1996; Yuan y col., 2005), por lo que se consideran ingredientes potenciales para alimentos
funcionales (Gibson, 2004). Algunos estudios sefalan el efecto beneficioso de los
xilooligosacéridos en la reduccidn del riesgo de cancer de colon (Wollowski y col., 2001; Hsu y
col., 2004). Ademas, los xilooligosacaridos pueden usarse como fuente de xilosa para la
produccidn de xilitol, un edulcorante no calérico (Rivas y col., 2002). Los éteres y ésteres
preparados a partir de xilano y xilooligosacaridos se han sintetizado y utilizado como
compuestos para la obtencién de peliculas biodegradables (Glasser y col., 1995), hidrogeles
(Gabrielii y col., 2000; Lindblad y col., 2001), micro y nanoparticulas (Garcia y col., 2001).

Los arabinoxilanos son los polisacaridos hemiceluldsicos mdas abundantes en los tejidos de
gramineas como trigo, centeno, cebada, arroz, maiz y sorgo. En los granos de cereales forman
parte importante de las paredes celulares del endospermo amilaceo y del salvado. El contenido
de los arabinoxilano oscila entre un 0,15% en el endospermo del arroz hasta un 13% en harinas
de cebada y centeno. El contenido puede llegar al 30% en el caso del salvado de trigo (Siota,
2014). La funcidn bioldgica de las hemicelulosas es la de contribuir al fortalecimiento de la pared



celular mediante su interaccion con celulosa y lignina (Barana y col., 2016). Desde la década de
1980, los arabinoxilanos obtenidos a partir de cereales son de interés para los quimicos, ya que
se ha encontrado que tienen una influencia significativa en la calidad de la masa de pan (Courtin
y Delcour, 1998; Li y col., 2013). Ademas, como resultado de su alta viscosidad y excelentes
propiedades de retencidon de agua, los arabinoxilanos se han usado como agentes espesantes
de alimentos y agentes estabilizantes (Carvajal-Millan y col., 2006; Lapierre, y col., 2001; Yadav,
y col., 2008). Mas recientemente, se informd que los arabinoxilanos poseen varias actividades
bioldgicas, como la disminucién del colesterol sérico, la modificacion del nivel de azucar en la
sangre, la actividad antioxidante y la reduccion de la respuesta glicémica postprandial y la
mejora de la inmunidad, asi como la capacidad de reducir el riesgo de enfermedades coronarias
y de ayudar en el control del peso corporal (Benko y col., 2007; Lu y col., 2000; Lu y col., 2004;
Swenneny col., 2006).

1.4. Fraccionamiento de materiales lignocelulésicos

El aprovechamiento de los materiales lignoceluldsicos puede llevarse a cabo sometiéndolos a
etapas de fraccionamiento para obtener alguno o varios de sus principales constituyentes
(celulosa, hemicelulosas y lignina) en corrientes separadas, de modo que pueda realizarse un
procesamiento individualizado de los mismos. Los procesos de fraccionamiento de estos
materiales hacen uso de las diferentes propiedades quimicas que presentan sus componentes
estructurales. La celulosa y las hemicelulosas son mas dificiles de oxidar que la lignina, pero, a
diferencia de ésta, son hidrolizables por acidos. Las disoluciones alcalinas a temperaturas
moderadas no afectan ni a la lignina ni a la celulosa, pero provocan la solubilizacién de las
hemicelulosas (Siota, 2014).

En el fraccionamiento de los materiales lignoceluldsicos se busca que el proceso sea selectivo.
Esto implica que la separacion de un determinado componente se realice afectando lo menos
posible a los demas. El componente de interés debe recuperarse con altos rendimientos, con las
minimas etapas de proceso, y siempre teniendo en cuenta la viabilidad econdmica (Siota, 2014).

La extraccidn alcalina es una técnica que se puede emplear para la separacion de hemicelulosas.
Generalmente se emplean disoluciones acuosas de hidroxido de sodio, potasio, litio, bario,
calcio y/o hidréxido amédnico, aunque las mas utilizadas son las de hidréxido de sodio o potasio,
ya que proporcionan mayores rendimientos. La extraccion alcalina conduce al aislamiento de
hemicelulosas desacetiladas (Siota, 2014).

La extraccidon de agua subcritica (SWE) aparece como un método verde prometedor para el
aislamiento de fracciones de hemicelulosa con funcionalidades moleculares conservadas y alto
peso molecular. El uso de condiciones subcriticas (temperatura por debajo del punto critico y
presién lo suficientemente alta como para mantener el estado liquido) (Figura 5) cambia
drasticamente las propiedades del agua, incluida la tensidn superficial, densidad, la polaridad,
la viscosidad y la difusidn. La transferencia de masa durante el proceso de extraccién se ve
favorecida debido a la disminucion de la viscosidad y al aumento de la difusividad. Asi, el agua
subcritica ha demostrado ser efectiva para la extraccidon de diversos compuestos bioactivos y
nutracéuticos, incluidos polisacaridos de plantas y matrices de alimentos. Ademas, el agua



subcritica se ha utilizado con éxito para la extraccion de hemicelulosas a partir de residuos de
cereales (Ruthes y col., 2017).
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Figura 5. Diagrama de fase del agua (Toor y col., 2011)

1.5. Envases activos.

En la actualidad los envases tienen un rol muy importante en la conservacidén, proteccion y
comercializacion de los alimentos, es por ello que se han desarrollado nuevas tecnologias que
puedan cubrir ciertas funciones que antes no se consideraban como parte del envase. Un
ejemplo de ello son los envases activos, los cuales son capaces de interaccionar con el producto
envasado extendiendo su vida, manteniendo su calidad y mejorando su seguridad y atributos
sensoriales. Los envases con agentes antimicrobianos y/o antioxidantes son un tipo de envase
activo cuya funcionalidad especifica es la reduccién o inhibicion del crecimiento microbiano y
agentes oxidantes indeseables (Martinez y Lopez, 2011). Estos se basan en el principio de liberar
componentes activos a través del material del envase hasta llegar al alimento teniendo mayor
efectividad que si se le incorporan estos agentes al producto, debido al control de la migracion
de los agentes hacia la superficie del alimento. La liberacién controlada de estos agentes del
envase a la superficie del alimento ha sido considerada como capaz de inhibir o reducir el
crecimiento microbiano utilizando una cantidad minima de agentes antimicrobianos o
antioxidante en comparacion con las cantidades necesarias que se utilizan si se incorporaran al
alimento. Por lo tanto, el control de la migracion de los agentes antimicrobianos y antioxidantes
a través de los materiales del envase es la mejor manera de conferir la actividad antimicrobiana
(Sun Lee y col., 2008).

Los materiales mas utilizados para la elaboracion de envases activos son los plasticos y
laminados, ya que sus propiedades permiten la entrada y salida de los componentes del envase,
ademas de que su proceso de elaboracion ayuda en la incorporacion de aditivos como agentes
antimicrobianos, antioxidantes, etc. (Marsh y Bugusu, 2007). No obstante, la creciente
problematica medioambiental asociada a la produccién de materiales plasticos ha impulsado el
desarrollo de materiales a base de biopolimeros como los polihidroxialcanoatos, almiddn,



quitosano, gluten, proteina del suero, etc., los cuales se obtienen a partir de materiales
bioldgicos y por tanto son totalmente biodegradables (Peelmany col., 2017).

La aplicacién repetida de conservantes quimicos a largo plazo da lugar a acumulacién de
residuos quimicos a lo largo de la cadena alimentaria, desarrollo de resistencias microbianas y
efectos adversos en la salud humana (Bialonska y col., 2010). Por lo tanto, las preferencias del
consumidor han cambiado hacia conservantes mads seguros y naturales, tales compuestos
antimicrobianos naturales como los aceites esenciales, cuya actividad antimicrobiana ha sido
demostrada en numerosos ensayos in vitro e in vivo (Fang y col., 2017). No obstante, estos
compuestos tienen una aplicacidn limitada, dado su impacto sensorial sobre los alimentos
envasados. En este sentido, varios polisacaridos de la pared celular de fuentes de biomasa como
la almendra, pulpa de abeto, madera de haya, madera de Eucalyptus globulus y Pinus pinaster,
salvado de trigo, hojas de Fallopia o mazorca de maiz han mostrado actividad antioxidante
significativa, asi como efectos antimicrobianos contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae (Requena, 2018).

2. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo fue analizar la potencial bioactividad, antimicrobiana y antioxidante,
de fracciones hemicelulésicas obtenidas a partir de cascarilla de arroz mediante dos procesos
de extraccion alternativos, la extraccion alcalina y la extraccidn secuencial con agua subcritica.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

La cascarilla de arroz fue suministrada por Dacsa Group (Valencia, Espafia). Previamente a su
valorizacidn, la cascarilla se secd a temperatura ambiente durante 1 semana y se sometid a un
proceso de molienda en un molino Wiley Acm 82302 (Acmas Technocracy Pvt. Ltd, Alemania),
para reducir el tamafio de particula ya que esto facilita los procesos de extraccidén a partir de
materiales lignocelulésicos.

El hidréxido de sodio (NaOH), el metanol, el 2,2-difenil-1-piril-hidrazilo (DPPH) y el bromuro de
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemania). En todos los casos se utilizé agua ultrapura (Milli-Q, Millipore, MA). Las membranas
de didlisis Spectra/Por1 (3.5 kDa MWCO) se obtuvieron de SpectrumLabs (Breda, Paises Bajos).

El tampon de fosfato (PBS), el caldo triptona de soja (TSB) y el agar triptona de soja (TSA) fueron
suministrados por Scharlab (Barcelona, Espaiia). Las cepas liofilizadas de Listeria innocua (CECT
910) y Escherichia coli (CETC 101) fueron suministradas por la Coleccidn Espafiola de Cultivos
Tipo (CECT, Universitat de Valéncia, Espafia), y almacenada a -25 ° C con 30% de glicerol.



3.2. Obtencion de las fracciones hemiceluldsicas a partir de cascarilla de arroz
3.2.1. Extraccidon secuencial con agua subcritica

La extraccién de hemicelulosas a partir de cascarilla de arroz con agua subcritica se realizé
mediante agua caliente a presion utilizando un Extractor de Solventes Acelerado (Dionex™ ASE™
350) a 160 °Cy pH 7 en base los mayores rendimientos de hemicelulosas reportados por (Ruthes
y col. 2017) para el salvado de trigo. Las extracciones se realizaron utilizando 2 g de muestra
molida en ciclos secuenciales de 5, 10, 15 y 30 minutos, obteniendo cuatro extractos (E-SWES5,
E-SWE15, E-SWE30 y E-SWE60). Los extractos se liofilizaron en un liofilizador Bulk Tray Dryer
230V US (Kansas, Estados Unidos) durante 72 h. Se consideraron tres lotes diferentes de materia
prima.

3.3.2. Extraccion alcalina

El aislamiento de hemicelulosas a partir de cascarilla de arroz también se llevé a cabo mediante
tratamiento alcalino con hidréxido de sodio (NaOH). Para ello, la cascarilla molida (4%) se traté
tres veces con una solucién de NaOH (4,5 p/v) a 80 °C durante 2 h, bajo agitaciéon mecdnica.
Después de cada tratamiento, el material lignoceluldsico se filtré y se lavd hasta la eliminacion
del producto quimico. Los extractos alcalinos obtenidos después de cada tratamiento alcalino
(E-A1, E-A2, E-A3) se dializaron durante 48 h, utilizando una membrana de 3,5 kDa, para eliminar
el alcali. Finalmente se liofilizaron durante 72 h en un liofilizador Bulk Tray Dryer 230V US
(Kansas, Estados Unidos). Se consideraron tres lotes diferentes de materia prima.

3.3. Determinacion de la potencial actividad antioxidante de los extractos mediante el ensayo
DPPH

Se determind la capacidad antioxidante por triplicado de los extractos hemiceluldsicos a través
del método basado en la reducciéon con 2,2-difenil-1-piril-hidrazilo (DPPH) siguiendo la
metodologia descrita por Brand-Williams y col. (1995). Este método esta basado en la reduccion
del radical DPPH-: en una solucién alcohdlica por un antioxidante dador de hidrégeno (Figura 6).
El DPPH ha sido ampliamente utilizado para evaluar la eficacia de eliminacion de radicales libres
de diferentes sustancias antioxidantes (Ozcelik y col. 2003). Este radical contiene un electrén
desapareado el cual es responsable de la absorbancia a 515nm y también del intenso color
morado. Cuando el DPPH acepta el electrén cedido por el compuesto antioxidante, el DPPH se
decolora, lo cual puede ser cuantitativamente medido por los cambios en la absorbancia (Hasan
y col. 2009), tal como muestra la Figura 7.
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Figura 6. Reduccion del radical DPPH- en una solucién alcohdlica

Figura 7. Ejemplo de la decoloracion del DPPHe al reaccionar con el antioxidante.

En primer lugar, se prepararon curvas patron de DPPH utilizando las siguientes disoluciones de
radical DPPH: 0,01 mM, 0,02 mM, 0,04 mM, 0,06 mM, 0,08 mMy 0,1 mM. El ensayo se realizo
por duplicado y se midio la absorbancia a una longitud de onda de 515nm, para obtener la recta
de calibrado y en consecuencia la ecuacidn que nos relaciona la absorbancia con la cantidad de
DPPH disuelto. Para determinar el tiempo de reaccidn total del radical con las muestras, se hizo
un estudio mas exhaustivo sobre la capacidad antioxidante de los extractos, midiendo la
absorbancia de la reaccién cada 15 minutos hasta obtener un valor constante.

Ensayos previos revelaron que los extractos con mayor contenido en arabinoxilanos fueron el
extracto obtenido mediante extraccion con agua subcritica después de 60 min, y, en segundo
lugar, el extracto alcalino obtenido tras el tercer tratamiento alcalino. Dado que un mayor
contenido en arabinoxilanos se ha relacionado con una mayor bioactividad, las medidas de
actividad antioxidante se llevaron a cabo Unicamente con los extractos con mayores contenidos
en arabinoxilanos.

Los extractos se disolvieron en metanol y se mantuvieron en un bafo de ultrasonidos durante 1
h. Posteriormente se centrifugaron a 120 rpm durante 5 miny se recupero el sobrenadante para
determinar la capacidad antioxidante de las muestras. Para ello, se realizaron mediciones de
soluciones con diferentes proporciones muestra:DPPH (Tabla 7 y Tabla 8) con un
espectrofotometro (ThermoScientific, Evolution 201 UV visible Spectrophotometer), a una
longitud de onda de 515nm y utilizando metanol como blanco. Se midié su absorbancia a tiempo
inicial con metanol en las mismas concentraciones establecidas. Posteriormente, se midieron
las muestras una vez completada la reaccidn. Las cubetas se taparon para evitar la evaporacién



del metanol y porque ademds el reactivo DPPH es muy fotosensible. Estos valores se
transformaron en concentracion de DPPH, utilizando la curva de patrdn de calibrado. Todas las
mediciones se realizaron por triplicado. La concentracion de DPPH remanente se calculé a través
de la ecuacién 1:

[DPPH]t=0—- [DPPH]t=estable]

DPPHrem =
[DPPH]t=0

(Ecuacioén 1)

A partir de estos valores, se determind el parametro ECso definido como la cantidad de
antioxidante necesaria para reducir la concentracién inicial de DPPH hasta el 50% una vez
alcanzado la estabilidad de la reaccidn. En consecuencia, un valor bajo de ECsp se relaciona con
una actividad antioxidante mds intensa de la muestra analizada.

Tabla 7. Volimenes de muestra obtenida por extraccidn con agua subcritica (3,3 mg extracto/mL
metanol) mezclados con diferentes volimenes de DPPH (0,025 g/L, cuya absorbancia es de 0,70
+0,02).

Vmuestra (Ill-) VboeH (ll'.)

0 1000
25 975
50 950
75 925
100 900
125 875
150 850
175 825

Tabla 8. Volimenes de muestra alcalina (33 mg extracto/mL metanol) mezclados con diferentes
volumenes de DPPH (0,025 g/L, cuya absorbancia es de 0,70 + 0,02).

Vmuestra (Ill-) VboeH (ll'.)

0 1000
50 950
100 900
150 850
200 800
250 750

300 700




3.4. Determinacidn de la potencial actividad antimicrobiana de los extractos frente a
bacterias Gram +y Gram —.

La actividad antimicrobiana de ambos extractos se determiné mediante la concentracién
minima inhibitoria (CMI) a partir del ensayo colorimétrico MTT utilizando una placa de 96
pocillos. EIl MTT es una sal de tetrazolio amarilla, que se reduce a formazan purpura por la
actividad deshidrogenasa de las células viables (Figura 8).
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Figura 8. Principio del ensayo MTT donde el reactivo de color amarillo es transformando en
formazan de color purpura.

Los cultivos de L. innocua (CECT 910) y E. coli (CECT 101) suplementados con glicerol al 30% se
mantuvieron en TSB en congelacion a -25 °C. Una vez descongelados, se transfirié una alicuota
de cada uno de los cultivos a un tubo con 10 mL de TSB y se incubd a 37 °C durante 24 horas.
Pasado el tiempo de incubacién, se tomaron nuevamente alicuotas de 10 pL de estos cultivos y
se transfirieron a nuevos tubos de 10 mL de TSB, los cuales se incubaron de nuevo a 37 °C
durante 24 horas. Asi, se obtuvieron los cultivos de trabajo en fase de crecimiento exponencial,
los cuales se diluyeron apropiadamente para obtener a una concentracién de 10° unidades
formadoras de colonia (UFC)/mL. De esta suspensidn bacteriana se tomaron alicuotas de 100 pl
que se depositaron en cada uno de los pocillos de la placa de 96 pocillos (Figura 9). En paralelo,
se prepararon disoluciones de diferente concentracion de ambos extractos liofilizados (150 a 10
mg extracto/mL) utilizando TSB como disolvente y se colocaron alicuotas de 100 pl de cada
dilucidn en su pocillo correspondiente. Por ultimo, las placas se cubrieron con una alfombrilla
selladora para evitar contaminaciones entre los pocillos contiguos. También se realizaron
controles de esterilidad y controles de crecimiento con medio de cultivo no inoculado e
inoculado, respectivamente, mientras que los pocillos externos se dejaron vacios para evitar
posibles pérdidas. Después de 24 horas de incubacién a 37 °C, se afiadieron 10 pl del reactivo
MTT reconstituido con PBS (5mg/ml) a cada pocillo y se incubaron de nuevo, en este caso
durante 4h a 37°C. Pasado este tiempo, se procedié a la lectura visual de los resultados. Aquellos
pocillos en los que se observa cambio de color de amarillo a purpura informan de la presencia
de bacterias viables, puesto que han sido capaces de metabolizar el reactivo MTT en formazan
el cual da una coloracidn purpura. De esta forma, los valores de MIC se determinaron como la
concentracién mas baja de compuesto activo a la que no se observé color purpura y por tanto
crecimiento microbiano (Requenay col., 2018).



Active compound concentration

Figura 9. Esquema del disefio experimental para la determinacidn de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de los dos extractos (A: obtenido mediante extraccidon con agua subcritica; B:
obtenido mediante tratamiento alcalino) con 9 diluciones seriadas. oncillos vacios para evitar
pérdidas por evaporacién durante el ensayo; () pocillos con medio de cultivo, pero sin bacteria
(controles de esterilidad); C pocillos con suspensién bacteriana pero sin extracto (controles de
crecimiento).

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Actividad antioxidante de los extractos hemiceluldsicos

Obtencion de la curva patrén

A partir de las diluciones de DPPH 0.01mM, 0.02mM, 0.04mM, 0.06mM, 0.08mM y 0,1mM
(Figura 10), se obtuvo la curva de calibrado del DPPH, obteniéndose valores de absorbancia en
el intervalo 0.1-1, a una longitud de onda de 515nm, tal y como se muestra en la Figura 11.

Figura 10. Cubetas para la recta de calibrado del DPPH.
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Figura 11. Recta de calibrado del DPPH-

Curvas de absorbancia para determinar el tiempo de reaccion

La Figura 12 muestra la variacion de la absorbancia para los diferentes ratios muestra: DPPH en
funcidén del tiempo para el extracto obtenido mediante extraccidn con agua subcritica. Como se
puede observar, la reaccion se estabiliza transcurrida 1 hora desde que se le afiade el reactivo
DPPH a la muestra, ya que los valores de absorbancia se mantienen practicamente constantes
pasado este tiempo. Este aspecto es importante tenerlo en cuenta a la hora de determinar la
actividad antioxidante, ya que dependiendo del tipo de antioxidante que se trate, el tiempo de
reaccion puede fluctuar entre unos pocos minutos a varias horas. Por tanto, para las muestras
ensayadas se decidio tomar como tiempo estable de la reaccidn 1h.
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Figura 12. Representacién de la absorbancia vs tiempo para los diferentes ratios muestra:DPPH
para el extracto obtenido mediante extraccion con agua subcritica.



Analogamente, la Figura 13 muestra la variacion de la absorbancia para los diferentes ratios
muestra:DPPH en funcidn del tiempo para el extracto obtenido mediante tratamiento alcalino.
En este caso, se puede observar que la reaccidn no se estabiliza hasta pasadas 5 h desde que se
le afade el reactivo DPPH a la muestra. Este resultado ya adelanta que el extracto obtenido
mediante tratamiento alcalino tiene menor capacidad antioxidante que el obtenido mediante
extraccidn con agua subcritica.
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Figura 13. Representacién de la absorbancia vs tiempo para los diferentes ratios muestra:DPPH
para el extracto obtenido mediante tratamiento alcalino.

Calculo del parametro ECso para los extractos hemicelulésicos

A partir de la curva de calibrado (y = 10,706x + 0,0017), se calculé la cantidad de DPPH" que
gueda sin reaccionar cuando se utilizan diferentes ratios muestra:DPPH, tanto para los extractos
obtenidos mediante extraccion con agua subcritica (Tabla 9), como para los obtenidos mediante
tratamiento alcalino (Tabla 10).

Tabla 9. Valores de absorbancia a tiempo inicial y transcurrida 1 hora (tiempo de reaccién) y los
correspondientes porcentajes de DPPH que quedan sin reaccionar pasada 1h, para el extracto
obtenido mediante extraccidn con agua subcritica.

Masa mg
DPPH As15nm;

extracto extracto/mg Asisnm;t=0 [DDPH]o [DDPH}i=equilibic  %DPPH;em
(me) (mg) DPPH t=equilibrio
0 0,025 0 0,717 0,066 0,717 0,066 100,0
0,08 0,024 3,37 0,698 0,064 0,514 0,047 73,5
0,16 0,023 6,93 0,682 0,063 0,377 0,034 55,1
0,24 0,023 10,67 0,662 0,061 0,285 0,026 42,8
0,33 0,022 14,63 0,654 0,060 0,216 0,019 32,7
0,41 0,021 18,81 0,637 0,058 0,137 0,012 21,1
0,49 0,021 23,23 0,620 0,057 0,099 0,008 15,6

0,57 0,020 27,93 0,594 0,054 0,065 0,005 10,5




Tabla 10. Valores de absorbancia a tiempo inicial y transcurridas 5 h (tiempo de reaccién) y los
correspondientes porcentajes de DPPH que quedan sin reaccionar pasadas 5 h, para el extracto
obtenido mediante tratamiento alcalino.

Masa mg

PPH Asisnm;
extracto (me) extracto/mg  Asisnm;t=0 [DDPHJ]i=0 eqaiioo [DDPH]i=equilibric %DPPHrem

(mg) DPPH

0 0,025 0 0,709 0,065 0,709 0,065 100,0
1,65 0,024 69,00 0,673 0,062 0,529 0,048 78,5
3,31 0,022 145,67 0,650 0,060 0,362 0,033 55,5
4,97 0,021 231,36 0,604 0,055 0,277 0,025 45,6
6,63 0,020 327,76 0,570 0,052 0,192 0,017 33,3
8,29 0,018 437,02 0,528 0,048 0,142 0,012 26,5
9,95 0,017 561,88 0,511 0,047 0,105 0,009 20,1

La Figura 14 y la Figura 15 muestran los porcentaje de DPPH que quedan sin reaccionar (% DPPH
remanente), para cada uno de los ratios muestra:DPPH estudiados para los extractos obtenidos
mediante extraccién con agua subcritica y mediante tratamiento alcalino, respectivamente. Los
puntos de esta grafica (%DPPHrem vs mg extracto/mg DPPH), se ajustaron a un polinomio para
poder calcular el parametro ECs, es decir, la relacién mg extracto/mg DPPPH necesaria para
que se reduzca el 50% de DPPH inicial. Asi, el extracto obtenido mediante extraccion con agua
subcritica mostré un valor promedio de ECso de 9,65 mg extracto/mg DPPH, mientras que el
extracto obtenido mediante tratamiento alcalino tuvo un valor de ECso de 169,7 mg extracto/mg
DPPH, lo que implica una capacidad antioxidante 18 veces menor que la obtenida para el
extracto hidrotérmico.
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Figura 14. Porcentaje de DPPH remanente a tiempo estable vs el ratio muestra:DPPH para los
extractos obtenidos mediante extraccion con agua subcritica, mostrando el parametro ECsq.
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Figura 15. Porcentaje de DPPH remanente a tiempo estable vs el ratio muestra:DPPH para los
extractos obtenidos mediante tratamiento alcalino, mostrando el parametro ECso.

Se ha demostrado que existe una correlacién positiva entre el contenido fendlico total y la
actividad antioxidante de los extractos obtenidos a partir de cascarilla de arroz, donde el
contenido fendlico soluble era menor que la fraccion esterificada a los polisacaridos de la pared
celular (Butsat y col. 2009). Los compuestos fendlicos mas abundantes en la cascara de arroz
son el acido p-cumarico, seguido de acido ferulico, con valores de ECso de 0.2 mg/mg DPPH y
20.8 mg/mg DPPH, respectivamente (Brand-Williams y col., 1995), y en mucha menor cantidad
también se encuentran el acido siringico, vanillico y p-hidroxibenzoico (Butsat y col. 2009).
Ademas, los extractos con acidos fendlicos esterificados a las hemicelulosas mostraron
actividades antioxidantes mayores que los extractos con acidos fendlicos libres. Por lo tanto, es
razonable obtener una actividad antioxidante significativamente menor cuando se utiliza la
extraccién con dlcali, ya que se aplican condiciones de extraccion muy severas que favorecen la
eliminacidn de los sustituyentes fendlicos de los arabinoxilanos (Ruthes y col., 2017).

4.2. Actividad antimicrobiana de los extractos hemicelulosicos

El ensayo MTT permitio estudiar de forma rapida y sencilla la potencial actividad antimicrobiana
de los extractos, asi como la CMI en el caso de aquellas muestras efectivas en el control del
crecimiento microbioldgico. La CMI fue la correspondiente al primer pocillo amarillo antes de
observar el cambio de coloracién a purpura, ya que los pocillos amarillos representan
concentraciones de activo a las cuales no hay células viables capaces de transformar el reactivo
MTT en formazan de color purpura (Figura 16). Asi, los extractos obtenidos mediante extraccién
con agua subcritica fueron antimicrobianos frente a L. innocua y E. coli, con CMIs de 952 mg/mL
y 55+2 mg/mL, respectivamente. Por el contrario, los extractos obtenidos mediante tratamiento
alcalino no fueron efectivos frente a ninguna de las dos bacterias, lo cual confirma el efecto
negativo del tratamiento alcalino sobre la funcionalidad de las hemicelulosas (Ruthes y col.,
2017; Zhou y coll., 2010).



Figura 16. Ejemplo del aspecto visual del resultado de un ensayo MTT para estudiar la actividad
antimicrobiana de los extractos, donde los pocillos amarillos representan diferentes
concentraciones de los extractos a las cuales no hay células viables capaces de transformar el
reactivo MTT en formazan de color purpura.

5. CONCLUSION

El proceso de extraccion mediante agua subcritica para la valorizacién de la cascarilla de arroz
ha permitido obtener fracciones hemicelulésicas mejor conservadas y por tanto con mayor
actividad antioxidante y antibacteriana, que las obtenidas mediante tratamientos alcalinos, las
cuales pueden ser utiles como aditivos para el envasado de alimentos o para la formulacion de
alimentos con el fin de mejorar la calidad de los mismos y/o alargar su vida Gtil. Al mismo tiempo,
el uso de esta técnica de valorizacidn alternativa es un proceso mas respetuoso con el
medioambiente ya que evita el uso de soluciones alcalinas. Adicionalmente, los residuos
resultantes del proceso de extraccion podrian ser valorizados en un proceso de biorefineria
integral, obteniéndose compuestos adicionales con alto valor afiadido tales como lignina, silice,
y derivados de celulosa (fibras, nanofibras, nanocristales, etc.).
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