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RESUMEN

En la produccidn de aceite de oliva virgen mediante el proceso de centrifugacion de dos
fases, se obtiene un desecho semisélido llamado “alperujo”, el cual esta constituido por piel,
pulpa y hueso con un alto contenido de humedad. El alperujo se puede secar y usar para
obtener energia a través de combustion o para obtener fertilizantes a través del compostaje.
Sin embargo, debido a su alto contenido de materia organica, salinidad y compuestos fenolicos

puede ser perjudicial para el medio ambiente.

Por otro parte, se ha demostrado que los compuestos fendlicos presentes en el alperujo
tienen excelentes propiedades antioxidantes, antiaterogénicas y antiinflamatorias, con alto
valor agregado y un gran interés para la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética
(Cassano, Conidi, & Drioli, E, 2011). En la produccion de aceite de oliva a partir de aceitunas,
aproximadamente el 1-2% de los compuestos fendlicos estan presentes en el aceite de oliva
virgen, mientras que el resto de estos compuestos (98-99%) terminan en el alperujo (Rubio,

Fernandéz, Garcia, Lama, & Rodriguez, 2017).

Por lo anterior descrito, este trabajo fin de master tiene como objetivo la extraccion de
compuestos fendlicos presentes en el alperujo utilizando diferentes disolventes (agua y etanol)
para recuperar estos compuestos de alto valor agregado y, al mismo tiempo, reducir el impacto

ambiental del alperujo.

La capacidad del agua y el etanol para extraer los compuestos fenolicos se evalué con una
muestra de alperujo de una empresa productora de aceite de oliva de la Comunidad
Valenciana, Espafia. Ambos disolventes fueron seleccionados ya que son biocompatibles y
cumplen con las regulaciones REACH. La relacion de disolvente y masa del alperujo seco
también se vario (4:1, 6:1, 8:1, 10:1). Los ensayos se realizaron en un tanque con agitacion
(400rpm) y temperatura constante (20°C, 30°C y 40°C). Se tomaron varias muestras a
intervalos de tiempo de 5, 15, 30, 60 y 120 minutos para cuantificar posteriormente la
concentracion de compuestos fendlicos (CF) por el método Folin-Ciocalteu. Los resultados se

expresaron en miliequivalentes de tirosol (TY) por gramo de alperujo seco.

A partir de los resultados obtenidos, se observo en primera instancia que al emplear agua

como disolvente se obtienen rendimientos considerablemente bajos al compararlos con los
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obtenidos con el etanol a una temperatura de 20°C, lo cual se debe a la afinidad de los
compuestos fenolicos con sustancias menos polares que el agua, como es el caso del etanol, lo

que aumenta la solubilidad y extraccion de estos.

Los resultados de los ensayos variando la temperatura de extraccion de los compuestos
fendlicos a 20°C, 30°C y 40°C, demostraron que el aumento de la temperatura facilita la
extraccion con etanol, obteniéndose mayores rendimientos. Por otra parte, en la
experimentacion se observé que la relacion masa de alperujo/disolvente tiene influencia en la
extraccion de compuestos fenolicos, ya que se determinaron mayores rendimientos de
extraccion con aquellas relaciones que involucran apenas un volumen de disolvente necesario
para cubrir el material de extraccién (4:1 y 6:1), a pesar de los resultados obtenidos por otros
autores (Soto & Rosales, 2016). Y finalmente se observo, en la mayoria de los casos, que el

incremento del tiempo de contacto alperujo-disolvente facilita la extraccion.

El rendimiento mayor de extraccion durante la experimentacion se obtuvo empleando
como disolvente etanol a una temperatura del sistema de 40°C, tiempo de extraccion 120
minutos y relacion disolvente/masa seca 6:1, con una extraccion de 22 meqTY/g alperujo

Seco.



ABSTRACT

In the production of virgin olive oil by the two phases centrifugation process, a semi solid
waste called “alperujo” is obtained. It can be dried and used to obtain energy through
combustion or used to obtain fertilizers through composting. However, due to its high content
in organic matter, salinity and phenolic compounds, it can be harmful for the environment. On
the other hand, it has been demonstrated that the phenolic compounds present in alperujo have
outstanding antioxidant, antiatherogenic and anti-inflammatory properties with high added
value and great interest for the food, pharmaceutical and cosmetic industries. In the production
of olive oil from the olives, approximately only 1-2% of the phenolic compounds are present

in the virgin olive oil, while the rest of these compounds (98-99%) end in the “alperujo”.

Therefore, the aim of this master final project is the extraction of the phenolic compounds
present in the “alperujo” using different solvents (water and ethanol) in order to recover these
high added value compounds and, at the same time, reduce the environmental impact of the

alperujo.

The capacity of water and ethanol to extract the phenolic compounds was evaluated using
as feed an “alperujo™ sample from an olive oil production company of Valencia Community,
Spain. Both solvents were selected as they are biocompatible and fulfil the REACH
regulations. The mass ratio of the solvent to dry alperujo was varied as well (4:1, 6:1, 8:1 and
10:1). The tests were performed in a tank with constant agitation and temperature, 400 rpm
and 20, 30 and 40° C, respectively. Several samples were taken at time intervals of 5, 15, 30,
60 and 120 min to subsequently quantify the concentration of phenolic compounds (CF) by the
Folin-Ciocalteu method. The results were expressed in tyrosol (TY) milielequivalents per

gram of dry alperujo.

From the results obtained, it was observed in the first instance that when water was used
as a solvent, considerably low yields were obtained when compared with those obtained with
ethanol at a temperature of 20 ° C. This may be due to affinity the phenolic compounds with
substances less polar than water, as it is the case of ethanol, which increases the solubility and

extraction of these compounds.



The tests performed at different temperatures (20 ° C, 30 ° C and 40 ° C), showed that the
increase in this parameter facilitated the extraction of phenolic compounds with ethanol,
obtaining higher yields. On the other hand, it was observed that the mass of alperujo/solvent
ratio had an influence on the extraction of phenolic compounds, since higher extraction yields
were obtained with those ratios that involved only a volume of solvent necessary to cover the
extraction material (4:1 and 6:1), in contrast to the results obtained by other authors (Soto &
Rosales, 2016). Finally, it was observed in most of the cases that the increase in the time of

contact “alperujo”-solvent facilitated the extraction.

The highest extraction yield during the experimentation was obtained using ethanol as
solvent at a system temperature of 40 °C, an extraction time of 120 minutes and a solvent/dry

mass ratio of 6:1, with an extraction of 22 meqTY / g dry “alperujo”.



1. JUSTIFICACION

Con el transcurso del tiempo el consumo de productos alimentarios, tecnoldgicos y de
hogar, entre otros, ha incrementado sustancialmente, generando de esta manera un crecimiento
acelerado de las industrias que a su vez ha llevado al agotamiento de los recursos naturales
(agua, suelo, plantas, etc.); y en consecuencia se ha producido un gran aumento en la
concentracion de contaminantes que terminan en el agua, suelo y/o aire. Debido a la escasez
de agua dulce que se presenta dia a dia y a la disminucion de suelos aptos para la agricultura,
ha surgido la necesidad de reducir la emision y vertido de contaminantes para lograr la
recuperacion y utilizacion de aguas superficiales, acuiferos, y suelos; y de esta manera generar

una economia circular.

Con el fin de minimizar los residuos generados y las exigencias de la actualidad a
contribuir a la mejora del medio ambiente, las empresas han buscado nuevas alternativas que
permitan realizar un manejo integral de los residuos para ser reincorporados en el ciclo
productivo en el mejor de los casos u obtener un nuevo producto a partir de este que
represente un beneficio econdmico para la empresa, como es el caso de la industria de

extraccion de aceite de oliva.

Las empresas de extraccion de aceite desde la década de los 90 reformaron la tecnologia
de extraccién de tres fases por extraccion continua mediante centrifugas horizontales de dos
fases con el fin de minimizar los problemas ambientales por vertidos de alpechines a rios,
contaminacion de suelos, aguas superficiales, etc. Sin embargo, los sistemas de dos fases
dieron lugar a la generacion de un nuevo subproducto sélido con mayor humedad que el orujo
obtenido en el proceso de tres fases, denominado alperujo. Debido a la gran cantidad de este
subproducto que se genera y a su alta fitotoxidad por el elevado contenido de materia
organica, salinidad y compuestos fenolicos, surgieron vias de utilizacion y aprovechamiento
del alperujo con el fin reducir la generacién de residuos y, ademas, obtener un beneficio

econémico por parte del sector.

Actualmente, la mayor parte del alperujo generado en las distintas compafiias productoras
de aceite de oliva, especialmente en la region de Andalucia, Espafia, ha sido empleado en la

alimentacion animal, en la incorporacion directa al suelo, el compostaje y la produccion de



bioenergia. Entre las industrias que aprovechan este residuo, 20 plantas eléctricas emplean el
alperujo como biomasa, representando el 19.3% del consumo de energia primaria procedente
de fuentes renovables en Andalucia y el 3.2% del consumo total de la region (AGAPA, 2015).
Por otra parte, 24 plantas realizan el compostaje de este subproducto, el cual ha sido de gran
ayuda en los suelos agricolas que presentan escasez de contenido de materia organica y en los
suelos que han sufrido erosion por el mal manejo de los cultivos, debido a los nutrientes

minerales y a la materia organica que contiene el alperujo.

A partir de diferentes estudios se ha demostrado que el alperujo posee un elevado
contenido de compuestos fendlicos, por lo que su recuperacién tiene un importante valor
afladido (Giralda, 2017). Los compuestos fendlicos (CF) presentes en el alperujo
especialmente el tirosol y el hidrotirosol tienen excelentes propiedades antioxidantes,
antiaterogenicas y antiinflamatorias, con alto valor agregado y un gran interés para las

industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética (Cassano, Conidi, & Drioli, E, 2011).

Sin embargo, los CF presentes en alperujo son los responsables de aportar fitotoxidad a
aguas y suelos durante su descarga. Se consideran sustancias fitotoxicas todas aquellas
sustancias que tienen un efecto toxico y dafiino que influye sobre el desarrollo y crecimiento
de las plantas. Por ende, el efecto contaminante y las propiedades beneficiosas de los

compuestos fenolicos despiertan el interés por la recuperacion y la comercializacion de estos.

Actualmente, la utilizacion del alperujo se ha consolidado en el sector energético, ya que
por el momento no han surgido investigaciones con éxito en la recuperacion de componentes
bioactivos a partir de los subproductos de la produccién de aceite de oliva, por lo que este

trabajo representa una interesante alternativa.

Una posible solucion para la extraccion y recuperacion de los compuestos fendlicos del
alperujo es la implementacion de la extraccion solido-liquido con el fin de solubilizar los
compuestos de interés en el disolvente y posteriormente implementar la tecnologia de
membranas para recuperar el disolvente y obtener los polifenoles con la pureza necesaria para

lograr su comercializacion.

En este presente Trabajo Final de Master se estudia la capacidad del agua y el etanol

como disolventes para extraer los compuestos fenolicos de una muestra de alperujo
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proveniente de una empresa productora de aceite de oliva de la Comunidad Valenciana,
Espafia. Para ello se realizaron diversos ensayos modificando los pardmetros de tiempo,

relacion masa de alperujo/disolvente y temperatura de extraccion.
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2. INTERES Y OBJETIVO DEL TRABAJO

Con el transcurso del tiempo las exigencias del mercado han ido incrementando haciendo
que dia tras dia se consuman alimentos mas saludables por parte de las personas. El aceite de
oliva virgen es uno de los productos que méas acogida ha tenido durante los Ultimos tiempos
debido a su alto contenido de compuestos polifendlicos, los cuales poseen propiedades
antioxidantes, antiaterogénicas y antiinflamatorias con un alto valor agregado en la industria
farmacéutica de nutricion y cosmética. Paises como ltalia, Espafa, Grecia y Turquia, siendo
los mayores productores del mundo, emplean aproximadamente 11 millones de toneladas de
aceitunas al afio para producir 1,7 millones de toneladas de aceite de oliva, los 9,3 millones de
toneladas restantes corresponden a los subproductos que se generan durante el proceso, como
“alpechin”, “orujo” y/o “alperujo”. Estos subproductos eran considerados como residuos hace
algunos afios, sin embargo, debido a diversos estudios de investigacion realizados, se ha
demostrado que, dado su alto contenido en materia organica (lipidos, proteinas, carbohidratos,
polifenoles) y sales inorganicas, entre otros compuestos, que pueden tener gran interés para el
sector industrial.

De acuerdo a lo anterior mencionado, el objetivo principal del presente Trabajo de Fin de
Master es aprovechar el alperujo proveniente del proceso de obtencion de aceite de oliva
virgen para, mediante la extraccion sélido-liquido, recuperar los compuestos fendlicos
presentes en este para que puedan ser utilizados con fines industriales.

El objetivo general del trabajo final de master estard relacionado con los siguientes
objetivos especificos:

I. Caracterizar el alperujo proveniente del proceso de obtencion de aceite de oliva

virgen

Il. Estudiar el efecto de la temperatura, tipo de disolvente a emplear, tiempo de
operacion y relacién alperujo-disolvente en la extraccion de compuestos fendlicos y
azucares del alperujo.

I1l.  Analizar el comportamiento de los parametros de pH, conductividad eléctrica y
color del extracto obtenido en las diversas condiciones de operacion.

IV. Seleccionar la relacion alperujo-disolvente, temperatura y tiempo de operacion
méas adecuados para obtener la mayor extraccion de compuestos fenolicos del

alperujo.
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3. INTRODUCCION
3.1. Olivicultura

El olivo fue una de las primeras plantas lefiosas cultivadas por la civilizacion
mediterrdnea hace seis mil afios aproximadamente desde la actual fecha, originario de la
region sirio-irani, difundiéndose a hacia el occidente (Ifiiguez, et al, 1999). En la actualidad, la
produccion de aceite de oliva se centra los paises mediterraneos, siendo los mayores
productores Espafia, Italia, Portugal y Grecia empleando para la fabricacion de aceite de oliva
cada uno de estos paises un 59%, 24.8%, 8.4% y 7.3% del total de aceituna producido en la
Union Europea, respectivamente (ver figura 1). En el afio 2017 se produjeron 10.3 millones de
toneladas de aceitunas aproximadamente, de las cuales se genera 1,7 millones de aceite de

oliva (Cassano, et al, 2011).

Greece Others

EU-28 total
10.3
million tonnes

Partugal
8.4%

Spain

ltaly 59.0%

24 8%

Figura 1. Produccion de olivas para la elaboracion de aceite de oliva, afio 2017. Fuente.
(EUROTAST, 2017)

Espafia es el mayor productor de aceite de oliva de la Comunidad Europea, con una
produccion para el afio 2017/2018 de 1.26 millones de toneladas de aceite de oliva, de acuerdo
a la base de datos del Consejo Oleico Internacional (COIl), las cuales se producen en las 13
comunidades auténomas, pero principalmente en la regién de Andalucia, con una
participacion del 77% de todo el pais (COl, 2012).
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El aceite de oliva en la actualidad es parte fundamental de la dieta mediterranea debido a
sus grandes beneficios para la salud humana. Entre los multiples beneficios destaca la mejora
de la salud cardiovascular y las funciones cognitivas, gracias a su alto contenido en &cidos
grasos monoinsaturados, vitaminas, antioxidantes, compuestos polifenolicos y fibra que

contribuyen al buen funcionamiento del organismo (Roman, et al, 2005).

3.2. Procesos de elaboracién de aceite de oliva virgen

El proceso de elaboracion de aceite de oliva virgen, empieza con la recoleccion, recepcion
y almacenamiento de la aceituna, donde se evaltan los pardmetros de calidad y seleccion del
fruto para obtener los mayores rendimientos. Las aceitunas pasan luego por un sistema de
limpieza por vibracion o ventilacion y una maquina despalilladora, con el fin de retirar del
proceso las impurezas menos pesadas, como tallos y hojas, y posteriormente por una maquina
lavadora que permite retirar barro y piedras y otros sélidos mas pesados que la aceituna. Una
vez limpio, el fruto se almacena en tolvas previamente a la molturacion. Dicho
almacenamiento no debe superar las veinticuatro horas para evitar alteraciones en la aceituna.
Luego de esto se procede a la molienda de las aceitunas que tiene como objetivo la rotura de
las células que contienen el aceite, generandose paralelamente una fase oleosa continua (pasta
0 batido) que facilita la separacion del aceite en las siguientes fases del proceso. Las
caracteristicas y cantidad de residuos generados dependeran del sistema de extraccion
empleado, existiendo dos métodos: centrifugacion de dos y tres fases (ver figura 2. Sistema de
extraccion de aceite de oliva) (Aranda, 2006) (Gomez, 2007).
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Agua —>|

[ ACEITUNAS

]
I
I

| Limpieza Hojin

Lav|ado Agua de lavado
| Moli|enda |
| Batido |

| Centrifugacion |

Agua —>| 3 Fases

Alpechin + aceite  Aceite sucio Orujo Alperujo Aceite sucio
> Centrifugacion Centrifugacion [€ Centrifugacion
Alpechin  Aceite Alpechin Aceile ] ]
sucio - aceite virgen Aceite Agua de
I virgen lavado +
vegetacion

Figura 2. Extraccion de aceite de oliva mediante los sistemas de extraccidn continua de tres y

dos fases (Gomez, 2007).

La tecnologia para la extraccion de aceite de oliva ha progresado desde los afios sesenta,
cuando se empezaron a remplazar los sistemas de prensado clasicos de presion por sistemas de
centrifugacion de tres fases (trifasico). En este sistema ingresa la pasta de la aceituna junto con
agua a un decantador centrifugo horizontal donde se obtienen tres fases por diferencia de
densidad: fase oleosa (aceite), fase acuosa (alpechin) y fase solida (orujo, compuesta de hueso,
pulpa y piel de la aceituna). Sin embargo, durante la produccién del aceite se genera gran
cantidad de alpechin (1 a 1,2 L por kg de aceituna) con un alto poder contaminante y se
requiere un alto consumo de agua (0.7 a 0.8 L por kg de aceituna), por lo cual a partir de los
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afios noventa se introdujo el sistema de extraccion de aceite de oliva mediante centrifugas de
dos fases, que permitio la reduccién de los residuos hasta en un 75% en comparacion con el
sistema de centrifugacion trifasico. El sistema de dos fases no emplea agua del exterior para
llevar a cabo la centrifugacion de la pasta, por lo que se genera mucha menos cantidad de
alpechin (ver tabla 1). Por otra parte, este sistema requiere de una segunda centrifuga y no de
dos centrifugas como es el caso el sistema de tres fases para llevar a cabo la purificacion del
aceite, permitiendo obtener una reduccion considerable del consumo de energia y menor

inversion en los equipos (ver figura 2).

Tabla 1. Composicion de los efluentes de los sistemas continuos de dos y tres fases de
extraccion de aceite de oliva.

ALPECHIN DE 2 FASES ALPECHIN DE 3 FASES

Produccion (kg. por 100 kg. de

aceituna) "o i 2 120

Humedad (%0) 99 90

Grasa (%0) 0,04 0,45

Azlcares reductores (%) - 2,80
Polifenoles (ppm) 2.500 10.000

DQO* (ppm) 10.000 80.000

Fuente: (Hermoso, Gonzalez, et al,1998)

En el sistema de dos fases se obtiene un aceite de oliva con mayor calidad, puesto que el
contenido de fenoles en el aceite aumenta con respecto al de tres fases. No obstante, se genera
un subproducto denominado alperujo con alto contenido de humedad (67%), ya que se
obtienen conjuntamente en la centrifugacion la materia seca y el alpechin. Por ende, su
disposicion final requiere de grandes centros de almacenamiento y tratamientos adecuados

para minimizar sus efectos contaminantes al medio ambiente (Aranda, 2006).

A pesar de la gran cantidad de alperujo que se genera en la produccion de aceite de oliva
en Espafia, el sistema de extraccion por centrifugacion en dos fases es el método mas
empleado en las almazaras a nivel global, por las ventajas explicadas anteriormente. De
acuerdo a la base de datos de la agencia de la informacion y control alimentarios (AICA) de
Espafia, las 72 empresas registradas en la base de datos durante la campafia 2018/2019
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emplean el sistema de dos fases obteniéndose una produccion de alperujo de 5.940.750,39
ton/afio (AICA, 2019).

3.3. Subproductos de la elaboracién del aceite de oliva virgen

Como se habia mencionado en el item 4.1., la produccion de aceite, dependiendo del
sistema de extraccion de centrifuga a emplear, genera diversos subproductos como son el

alpechin y el orujo o alperujo, los cuales se describen a continuacion.

3.3.1. Alpechin

El Alpechin es el resido liquido acuoso que se produce en el sistema de extraccion de tres
fases, el cual esta conformado por agua de vegetacion del fruto y la afiadida en el proceso, asi
como por restos de pulpa y aceite. La composicion quimica del alpechin es muy variable
dependiendo de: la variedad de olivo, el tipo de suelo, el sistema de cultivo, grado de madurez
y tiempo de almacenamiento del fruto y sistema de extraccion, siendo el contenido promedio
entre 83- 94% de agua, 4-16% de materia organica y 0,4 - 2,5 de sales minerales (Cabrera,
2006).

La materia organica del alpechin esta constituida por grasas, azUcares, acidos organicos,
sustancias nitrogenadas, mucilagos, pectinas, polialcoholes, tianos y polifenoles. En el caso de
los polifenoles, se han registrado mas de 50 compuestos que confieren al alpechin el efecto

bactericida, el efecto fitotoxico y el color (Cabrera, 2006).

El alpechin posee un alto poder contaminante debido a su carga organica elevada y al alto
contenido de sales disueltas (Conductividad eléctrica: 8-22 dS m™), superando los limites

permitidos por la ley de aguas para vertidos a rios, lagos, terrenos, balsas, entre otros.

En Espafia debido, a la elevada generacion de alpechin durante el proceso de obtencion de
aceite de oliva en regiones como Andalucia y a la problematica medioambiental presentada,
desde el afio 1983 se prohibid el vertido de alpechin a los cauces publicos y se reglamento la
eliminacion del efluente por medio de balsas de evaporacion o por tratamientos en plantas de

depuracion. Sin embargo, estas técnicas tienen el problema de la generacion masiva de fangos
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0 lodos de alpechin que deben ser nuevamente tratados por medio de compostaje u otras

técnicas (Lopéz, 2000).

En la actualidad se han realizado estudios de nuevas técnicas para el tratamiento del
alpechin, como técnicas de oxidacion avanzada (fotocatéalisis, ozonizacién, radiacion con UV,
Fenton, oxidacion electroguimica u oxidacion con aire hiumedo) con el fin de mineralizar los
componentes toxicos del alpechin, empledndose como pre-fase de los tratamientos bioldgicos
aerobicos y anaerobicos (Aranda, 2006).

3.3.2. Alperujo

En este apartado se describen las caracteristicas principales del alperujo, su problematica,

Y SUS USOS.

3.3.2.1. Caracteristicas y composicion

El alperujo es una combinacién de residuos liquidos y solidos obtenidos durante el
proceso de almazara para la produccion de aceite de oliva. Esta constituido por piel, pulpa y
hueso con un alto contenido de humedad. Dependiendo de las variables climatoldgicas, el tipo
de suelo, la variedad del olivo y grado de maduracion del fruto sus propiedades quimicas
pueden variar, teniendo un pH aproximado de 5.4, una alta humedad (55-70%) que disminuye
drasticamente después del secado y extractado del aceite que aln puede contener el orujo con
disolventes (mayoritariamente hexano) a un porcentaje de humedad de 8% (Trainalba SL &
Fundacién Cartif, 2008). El alperujo posee un elevado contenido en materia organica, por lo

que es considerado como abono de plantas.

En comparacién al alpechin este compuesto es rico en hierro, zinc y cobre. Ademas, posee
gran contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa, siendo susceptible al compostaje (ver tabla
2). El contenido en nutrientes es mayor en los alperujos secos, lo cual se asocia con la

concentracion que se produce de estos al secarse.
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Tabla 2. Caracteristicas quimicas de los alperujos

Aeeruios AP0 A0S
UMEDOS (sin extraer) (extraidos)
D — — =
e —— e
S M —— s
T e — — =
e —— e
Media 58 56 52
C/N Es
e — —" o2
0 09 . CF R o
Na (mg kg™) g/lsedia 75200 63300 66400
D S is
Mg 59 s A1 o0

COT: Carbén organico total; CE: Conductividad eléctrica; ES: Error estandar.
Fuente: (Romero, 2001)

El alperujo es un material organico con una composicion del 85-90% de materia organica.
La grasa que contiene es mayor en alperujos no extractados que en el alperujo seco y
extractado; los carbohidratos hidrosolubles que contiene son principalmente el manitol
seguido de la fructosa y sacarosa, que constituyen una buena fuente como sustrato de

microorganismos (ver tabla 3) (Aranda, 2006).

En cuanto a las sustancias himicas, los contenidos de extracto himico total (EHT) y acido
hamico (AH) son superiores para el caso de los alperujo sin extraer (tanto humedos como

Secos).
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Tabla 3. Caracterizacion de la materia organica de los alperujo

ALPERUJOS ALPERUJOS ALPERUJO
HUMEDOS SECOS SECOS
(sin extraer) (extraidos)
MO (%) Media 88,6 87,2 87,7
ES 2,37 2,57 1,96
Lignina (%) Media 37,8 35,4 35,1
ES 0,71 2,03 0,76
Grasas (%) Media 2,94 5,57 0,91
ES 0,43 0,86 0,16
CHS (%) Media 93,7 47,8 56,1
ES 10,8 4,18 5,08
EHT (%) Media 15,2 14,4 12,7
ES 1,24 - -
AH (%) Media 3,91 5,07 2,2
ES 0,05 - -

MO, Materia organica; CHS, carbono hidrosoluble; EHT, extracto himico total; AH, &cido
hdmico, ES, error estdndar. Fuente: (Romero, 2001).

Debido al gran contenido de materia organica y a su dificil manejo, su vertido
incontrolado puede provocar problemas de coloracion de las aguas, formacién de peliculas que
impidan el paso de los rayos de sol, deterioro del suelo y formacién de olores desagradables.

Por lo anteriormente mencionado, se han realizado investigaciones para el
aprovechamiento del alperujo y para, a su vez, reducir su impacto medioambiental, como es el

caso del empleo del residuo en combustibles y su uso agricola.

3.3.3.2. Aplicaciones

- Aprovechamiento del alperujo en la formulacion de combustibles
De acuerdo a la tabla 3, el contenido de materia organica que contiene el alperujo es
elevada, haciendo de este un atractivo en la utilizacion como combustible, desprendiendo gran

cantidad de energia ademas de didxido de carbono y agua, permitiendo de esta manera obtener

un servicio a un buen precio (Aranda, 2006).

Actualmente, el alperujo se almacena en balsas para su evaporacion con el fin de reducir

el contenido de humedad y asi aumentar el rendimiento de la combustion y a su vez reducir los
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gastos de transporte. Cabe resaltar que con el trascurso del tiempo mas plantas de
cogeneracion de energia eléctrica han optado por emplear el alperujo como materia de trabajo,
ya que, ademas de desprender y generar gran cantidad de energia, se disminuye la emision y
vertido de este contaminante, pudiendo proporcionar una rentabilidad econdémica mayor
(Romero, 2001).

-Uso agricola del alperujo

El suelo, desde principios de la historia, se ha utilizado para uso agricola, sin embargo, la
utilizacion es cada vez mas intensiva, lo cual, al igual que el uso excesivo de fertilizantes
quimicos, de practicas inadecuadas de cultivo y de maquinaria pesada, ha dado lugar a la

disminucion de materia organica en el suelo (Izquierdo, 2008).

La materia orgénica y el humus contribuyen al almacenamiento de nutrientes, mejoran la
estructura, ayudan a prevenir la erosion y mejoran la capacidad de retencion de nutrientes en
los suelos. La mayor parte de la materia organica en suelo se debe a la vegetacion, abonos
organicos, textura y laboreo (lzquierdo, 2008). Tradicionalmente se aplicaba materia orgéanica
mediante la utilizacion de los residuos de las cosechas, los cuales se enterraban en el suelo,
pero la incineracién y los vertederos rompieron esta practica y, por otra parte, la utilizacion de
turba y estiércol como fuente de materia organica disminuy6 debido al incremento de los

costos.

Debido a lo anterior mencionado, se han buscado nuevas alternativas que permitan
aumentar el contenido de materia organica del suelo a un bajo coste, como es el caso del

alperujo.

El alperujo, debido al alto contenido de materia organica y a los nutrientes que posee, es
un interesante fertilizante de suelos, sin embargo, es aconsejable hacer una estabilizacion de
este por medio de compostaje, para eliminar los compuestos polifendlicos y asi evitar los

efectos negativos en el suelo como la disminucion de oxigeno en el &mbito radicular.
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- Utilizacion del alperujo en la alimentacion caprina

El alperujo actualmente se utiliza en la formulacion de piensos para animales, ya que a
pesar de poder variar su composicion quimica dependiendo del tipo de variedad de aceituna,
condiciones climaticas, localidad de produccion, entre otros factores, contiene un componente
rico en nitrégeno (70,6%) asociado al componente lignoceluldsico (FDA). El alperujo es un
producto fibroso, ya que el contenido de pared celular es de 62,4% y el contenido
lignocelulésico de 32,8%. Por otra parte, el alperujo contiene cierta cantidad de aceite con
gran cantidad de acidos grasos insaturados ricos en acido oleico, palmitoleico, linoleico y
linoleico, los cuales son absorbidos por los animales bovinos provocando el incremento de
acidos poliinsaturados en la carne y la leche, los cuales contribuyen a la disminucién del
colesterol LDL (malo). Las grasas poliinsaturadas, ademas, incluyen &cidos grasos omega-3 y
omega-6, que ayudan en el crecimiento de las células y el funcionamiento del cerebro de los
animales (Meneses & Cerda, 2016).

Debido a lo anterior mencionado, el alperujo puede ser una buena alternativa de
alimentacion complementaria o suplementaria para aquellos ganaderos con sistemas
productivos extensivos que cuentan con terrenos que presentan escasez de forraje natural
producto de las bajas precipitaciones, la alta variacion de precipitaciones u otros factores
externos (Meneses & Cerda, 2016).

3. 4. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son una clase principal de metabolitos secundarios de las
plantas caracterizados por la presencia de uno (acidos fendlicos) o varios (polifenoles) anillos
aromaticos. Estos compuestos se encuentran combinados con mono y polisacaridos unidos a
uno o varios anillos fendlicos, es decir, que contienen el grupo hidroxilo (-OH) unido a un

ciclo de seis carbonos.

Los polifenoles se encuentran en las plantas como mecanismo antioxidante, permitiendo
reducir la oxidacion de lipidos en los tejidos y los animales durante su ingesta contribuyendo a

la reduccion de enfermedades, el retraso del envejecimiento, la reduccion del riesgo del estrés
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oxidativo y a la disminucion de la inflamacion relacionada con enfermedades cronicas
(Huang, Ho, & Lee, 1992).

Los fenoles se encuentran en casi todos los alimentos de origen vegetal, siendo los
alimentos mas ricos en dichos compuestos la cebolla, manzana, semillas de las uvas, el cacao,
la oliva, las frutas rojas (arandanos, cerezas, granadas) y bebidas como el vino tinto y el té
verde (ver tabla 4) (Creus, 2004).

Tabla 4. Propiedades organolépticas atribuidas a los compuestos fendlicos

Color

Como las antocianinas, responsables de los tonos rojos,
azules y violaceos de muchas frutas, hortalizas y derivados:
fresas, ciruelas, uvas, berenjena, col lombarda, rabano, vino
tinto, etc.

Sabor amargo

Como las flavanonas de los citricos (naringina del pomelo,
neoherperidina de la naranja) o la oleuropeina en las
aceitunas

Astringencia

Como las proantocianidinas (taninos condensados) y los
taninos hidrolizables, por ejemplo, en el vino

Aroma

Fenoles simples como el eugenol en los platanos

Fuente: (Creus, 2004)

Los compuestos fenolicos pueden clasificarse de muchas maneras de acuerdo a su
diversidad estructural. Los principales grupos polifendlicos son: acidos fenolicos (derivados
del &cido hidroxibenzoico o del acido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos, alcoholes
fendlicos y flavonoides, como se observa en la figura 3 (Quifiones, Miguel, & Aleixandre,
2012).
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Figura 3. Nucleo estructural de los principales grupos de polifenoles.
Fuente: (Lizarraga, Hernadéz, & Gonzalez, 2018)

La composicién fendlica de las aceitunas varia en funcién de su variedad, estado de
madurez y condiciones climaticas en las que se ha desarrollado cada cosecha (Romero, 2001).
En la aceituna se presenta gran cantidad de compuestos fenélicos tipo secoiridoide, como la
oleuropeina (formada por la unién del acido elendlico, el hidroxitirosol y una molécula de
glucosa), verbascésido y ligustrosido, grupos de compuestos fendlicos derivados del acido
cinnamico (acido feralico, cafeico y p-cumarico) y del acido benzoico (&cidos 3,4-
dihidroxifenilacetico y 4-hidroxibenzoico) y otra serie de fenoles como los flavonoides
presentes en una concentracion relativamente alta, fenilalcoholes (tirosol, hidroxitirosol) y
pigmentos antocianos (cianidina-3-glucésido y cianidina-3-rutinésido), responsables de la

coloracion violacea de las aceitunas maduras (Ryan, D, et al, 2002).
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La oleuropeina es el compuesto que se encuentra en mayor proporcion en las aceitunas, el
cual, junto a otros compuestos fendlicos, se hidroliza durante el proceso de fermentacion,

obteniéndose como productos el tirosol y el hidroxitirosol.

0,
0'“'\_
HO
Df\/ Oleuropeina
HO i) a]
)
HO,

HzCHzOH CH,CH,0H
OH
OH O
Hidroxitirosol Tirosol

Figura 4. Estructura de los principales polifenoles presentes en la aceituna.
Fuente: (Carbonell, 2017)

Estos compuestos tienen multiples efectos biolégicos por su poder antioxidante ayudando
a la prevencién del cancer, trastornos dérmicos y enfermedades cardiovasculares durante la
ingesta del fruto o del aceite de oliva (ver tabla 5) (Angerosa et al, 2000; Cifuentes, 2017).

Tabla 5. Efectos beneficiosos atribuidos a los compuestos fenolicos en la prevencion de las
enfermedades cardiovasculares

e Disminucion de la oxidacion de las lipoproteinas de baja
densidad (LDL)

e Disminucién del proceso inflamatorio en la placa de ateroma

e Inhibicion de la agregacion plaquetaria
e Estimulacion de la sintesis de dxido nitrico
e Estabilizacion de las fibras de colageno de la pared arterial

e Inhibicion del dafio oxidativo del ADN
e Activacion de las enzimas de detoxificacion de carcin6genos

Fuente: (Creus, 2004)
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Por tanto, el alperujo como subproducto puede usarse como fuente principal de
compuestos fenolicos de alto interés para la industria alimentaria y farmacéutica, y a su vez se
resolveria la problemética ambiental debido a su fitotoxicidad al disminuirse la presencia de
biofenoles en el alperujo, permitiendo que el residuo resultante de la extraccion se pueda

emplear como fertilizante de suelos. (Aranda, 2006).

3.5. Sistemas de extraccion

En el presente apartado se hara una revision de las técnicas que se utilizan en la actualidad

para la extraccion de compuestos fenolicos.

3.5.1. Técnicas de extraccion convencional

Las técnicas de extraccion convencional para compuestos fendlicos se basan en el poder
de extraccién de diferentes disolventes junto con calentamiento y/o mezcla de diversos
disolventes. Las técnicas habituales son la extraccion solido-liquido discontinua, extraccion

Soxhlet (sélido-liquido continua), la hidrodestilacion y la maceracion.
- Extraccién solido-liquido

Estd técnica se basa en la separacion de compuestos de un sélido aprovechando
diferencias de solubilidad de los mismos en un determinado disolvente, es decir, uno o varios
de los compuestos de interés son solubles en el disolvente organico y pueden ser extraidos del
solido y posteriormente separados. Para realizar esta técnica generalmente se afiade el
disolvente a la mezcla solida contenida en un recipiente, en frio o caliente, se agita o tritura y
se separa por filtracion la disolucion que contiene el producto extraido y la fraccion insoluble
que contiene las impurezas. Posteriormente se separa el disolvente del compuesto de interés
para obtener una mayor pureza y de esta manera recuperar el disolvente para futuras
extracciones (Shahid, Yusuf, & Mohammad, 2016).
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- Extraccion de Soxhlet

La técnica de extraccion de Soxhlet fue propuesta por el quimico agricola aleméan, Franz
Ritter en el afio 1879 para extraer grasa de la leche. Sin embargo, hoy en dia ha sido
ampliamente utilizada para extraer valiosos compuestos bioactivos de diversas fuentes
naturales. En esta técnica se coloca una pequefia cantidad de muestra seca en el portamuestras
del “Soxhlet”, mientras que el matraz donde se encuentra el disolvente se calienta para extraer
los compuestos de interés. Los vapores del disolvente ascienden por la columna y se
condensan en el refrigerante cayendo gota a gota sobre el cartucho hasta llenarse y alcanzar un
nivel de desbordamiento que posteriormente es aspirado por el sifon y descargado nuevamente
en el matraz de destilacion. Esta disolucién lleva los compuestos extraidos en el disolvente.
Est& operacion se repite hasta que se completa la extraccion (ver figura 5) (Shahid, Yusuf, &
Mohammad, 2016).

La técnica de Soxhlet es una metodologia simple que puede tener mejores rendimientos
de extraccién en comparacion a otras técnicas; sin embargo, tiene algunas desventajas como el
tiempo prolongado para la extraccion y el desperdicio de grandes cantidades de disolvente que

es dificil de eliminar y puede causar problemas ambientales adicionales.

4 N
Refrigerante
(agua) - Condensador
salida
Refrigerante
“*(agua) entrada
Material a
extraer
Brazo de sifon
Vapor
Solvente
Matraz
hirviendo
. 7

Figura 5. Modelo sistematico de extraccion de Soxhlet
Fuente: (Shahid, Yusuf et al, 2016)
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3.5.2. Técnicas de extracciéon modernas

Las limitaciones de las técnicas de extraccion convencionales, como el tiempo de
extraccion, el requerimiento de disolvente costoso y de alta pureza, la baja selectividad de
extraccion, la dificultad de eliminacion del disolvente y la descomposicion térmica de
compuestos termolabiles, condujeron al desarrollo de técnicas como la extraccion asistida de
ultrasonido (UAE), extraccion asistida de microondas (MAE), extraccion asistida de
ultrasonidos-microondas (UMAE), la extraccion con fluidos supercriticos(SFE), entre otras. A

continuacion, se detallan algunas de estas técnicas.
- Extraccién asistida de ultrasonido (UAE):

La extraccion asistida por ultrasonido (UAE) es una de las técnicas para la extraccion de
compuestos fenolicos a partir de plantas. Las ondas generadas son de alta frecuencia por
encima de la capacidad auditiva humana (>20kHz), que pueden pasar a través de medios
solidos, liquidos y gaseosos. Estas ondas forman cavitacion en el medio liquido (disolvente),
permitiendo la penetracién de este a través del compuesto (en este caso el alperujo)
aumentando la solubilizacion de los compuestos de interés (polifenoles) y finalmente su

extraccion con un mayor rendimiento (ver figura 6).

De acuerdo a estudios realizados por Ma, Y, et al se logrd extraer un contenido total de
compuestos fendlicos (TPC) del orujo de manzana con agua un 30% mas alto que el obtenido
por extraccion convencional (Ma, Q., Liu, & Ye, 2009).
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Figura 6. Modelo esquematico de extraccion asistida por ultrasonido
Fuente: (Shahid, Yusuf et al, 2016)

28



- Extraccién asistida por microondas (MAE)

Las ondas de microondas son una forma no ionizante de energia electromagnética con
frecuencias que van desde los 300MHz a 300GHz. La energia trasmitida por las ondas penetra
en la materia e interactia con las moléculas polares de los disolventes para generar calor,
actuando en la extraccion de los compuestos de interés. Esta técnica permite extraer los
compuestos fendlicos a velocidades de calentamiento rapidas, tiempos cortos de extraccion y

reduccion del uso de disolventes organicos (Rubio J. , 2012).
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Figura 7. Modelo esquematico de extraccion asistida por microondas
Fuente: (Shahid, Yusuf, et al, 2016)

- Extraccién asistida Ultrasonidos- Microondas (UMAE)

Esta técnica se basa en el acoplamiento de las dos técnicas de radiacion descritas
previamente permitiendo acelerar significativamente el proceso de extraccion de compuestos
bioactivos, y a su vez reducir el consumo de disolventes con mayores rendimientos de
extraccion que la extraccion convencional, MAE y UAE. EIl esquema del sistema se presenta

en la figura 8.
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Figura 8. Modelo esquemaético de la extraccion asistida de ultrasonido-microondas
Fuente: (Shahid, Yusuf, & Mohammad, 2016)

4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1. Caracteristicas del alpeorujo (alimento)

El alperujo utilizado procede como subproducto del proceso de extraccion de aceite de
oliva utilizando el sistema de dos fases y fue suministrado por una industria de produccion de
aceite de oliva virgen ubicada en la comunidad Valenciana. El alperujo, caracterizado
principalmente por ser una mezcla compleja formada por piel, pulpa y huesos con un alto
grado de humedad (69%) y con una coloracion amarillo-marrén (ver figura 9), se almaceno en

un refrigerador a -18°C hasta su caracterizacion.

Figura 9. Muestra de alperujo procedente del proceso de obtencidn de aceite de oliva virgen
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4.2. Equipos y montaje experimental

El desarrollo experimental se realizo en el laboratorio de medio ambiente perteneciente al
departamento de Ingenieria Quimica y Nuclear de la Universitat Politécnica de Valéncia
(Esparia).

4.2.1. Extraccion solido-liquido

El objetivo del proceso de extraccion sélido—liquido es retirar uno o varios compuestos de
interés contenidos en un sélido inerte mediante el contacto con un disolvente que permita
extraerlos, como se menciond en el apartado 3.5. La unidad empleada para la extraccién se
muestra en la figura 10.

ci0 —"& Sonda oA . | Hako'

= temperatura / = termostatico

_ circulacion

Recipiente ¥ o refrigerado
alperujo-

disolvente

Figura 10. Sistema desarrollado para la extraccion solido-liquido

La unidad para la extraccion sélido-liquido consta de un recipiente donde se introduce el
alperujo y el disolvente, junto con una varilla de agitacién y una sonda que permite medir la
temperatura en el interior de este. A parte, se encuentra un equipo de bafio termostatico digital
de circulacidn refrigerado que permite, junto con la bomba centrifuga, recircular agua por la
carcasa del recipiente de extraccion para mantener en este una temperatura estable.
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4.2.2. Centrifugacion de la muestra

La centrifugacion es un método de sedimentacion acelerada mediante el cual se pueden
separar solidos de un liquido de diferente densidad por medio de la fuerza centrifuga. En esta
etapa de proceso se busca separar los restos de alperujo de la mezcla liquida de disolvente y
compuestos organicos con ayuda de una centrifuga rotatoria. Se utiliz la centrifuga con
referencia Megafure 16R de la marca Thermo Scientific (ver figura 11).

Figura 11. Centrifuga empleada en la experimentacion

4.3. Procedimientos analiticos

En este apartado se detallan las metodologias establecidas para determinar los parametros

fisico-quimicos de la muestra original y de los extractos de alperujo.

4.3.1. pHy Conductividad eléctrica (C.E.)

El pardmetro del pH es de gran relevancia en la caracterizacion de las muestras, ya que a
partir de este se brinda la estabilizacién de las estructuras de los compuestos de interés. A
partir del pH se puede conocer el estado de degradacion de la muestra de alperujo, siendo el
valor promedio de este 5.

Por otra parte, el parametro de conductividad eléctrica permite establecer indirectamente
el contenido de iones en disolucién (CI, NOs, SO42, Na*?, PO42, Ca*?, entre otros) que pueda
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tener la muestra de estudio, reflejada en la capacidad de conducir corriente eléctrica, siendo

mayor la conductividad cuando el contenido de sales se presenta en mayor proporcion.

Para la medicion del pH y C.E. se emplearon los equipos pH GLP 21+ y EC GLP 31+, de
la marca CRISON, cuyas especificaciones se muestran en la tabla 6.

Tabla 6.Especificaciones pH-metro y conductimetro empleados en la experimentacion

EQUIPO ESCALAS ERROR DE REPRODUCIBILIDAD
MEDIDA ( (= DIGITO)
DIGITO)
+0.001
PH-METRO .
GLP21+ -2-16 unidades pH <0.0005

EC-METRO 0.01ps-cm-

9 0
GLP31+ 1000ms-cm’. =0.5% +0.1%

Los equipos empleados para la medicion del pH y la conductividad eléctrica de las

muestras de extracto de alperujo se presentan en la figura 12.

Figura 12. Equipos de medicion. Izquierda pH-METRO CRISON GLP 21+. Derecha EC-
METRO CRISON GLP31+1
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Para la correcta medicion de las muestras de estudio, se realiza previamente una
calibracién de los equipos con estandares comerciales. EI pH-metro con disoluciones tampdn
comerciales de pH 4,00; 7,00 y 9:00, y el conductimetro con disoluciones tampdn comerciales
de 1413 puS-cm?, 12,88 mS-cm™?y 111,8 mS-cm™.

Posterior a la calibracion de los equipos, se agitan las muestras de estudio en vaso de
precipitados y se realiza la medicién introduciendo la sonda en el vaso hasta que cubra
completamente el electrodo. Se espera hasta que la lectura se estabilice y se anota la medida
correspondiente de pH o C.E. Cabe resaltar que se debe limpiar la sonda con agua osmotizada

entre cada lectura.

4.3.2. Determinacion de humedad

En la determinacion de humedad de la muestra de alperujo, se utilizd el método de
cuantificacion de humedad mediante secado por estufa de acuerdo a la norma espafiola UNE-
103-300-93.

En el ensayo de humedad se pesaron seis gramos (6g) de la muestra original de alperujo
en un recipiente de vidrio de reloj previamente pesado en una balanza de precisién Kern PKP
(Kern, Alemania). Posteriormente se introduce el recipiente junto con la muestra humeda en la
estufa a una temperatura de 105 + 2°C durante 18 horas. Inmediatamente, después de sacar la
muestra de la estufa, se introduce en un desecador hasta que se enfrie para pesarla en la
balanza y anotar su valor. Cabe resaltar que el tiempo de secado puede aumentar o disminuir
dependiendo del tamafio de muestra. Por tanto, se debe secar hasta obtener una masa

constante.

El contenido de agua en la muestra se calcula por diferencia de peso y se expresa en % de
humedad (g H-O/ 100g muestra), a partir de la siguiente ecuacion.

Mmh - Mms
%Humedad = ——— Ec. 1
Mmh - Mmr
Donde:
M,,,;,= Masa muestra hUmeda M,,,,-= Masa recipiente

M,,; = Masa muestra seca
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4.3.3. Determinacion de turbidez

La turbidez es una medida del grado de transparencia de un liquido, debido a la presencia
de particulas en suspensidn. Cuantos més solidos en suspension haya en el liquido, mas sucio
parecerd estar y més alto serd el parametro de turbidez. A partir de este pardmetro se puede

determinar la calidad de un liquido como es el caso del agua.

La medicion de este pardmetro se llevo a cabo empleando el turbidimetro de la casa
comercial DINKO modelo D-112, con lampara de tungsteno y espectro ajustado a un rango de

longitud de onda entre 400-600nm (ver figura 13).

Para la determinacion del parametro de turbidez de las muestras en estudio, en primera
instancia se calibrd el equipo con patrones primarios de turbidez conocida de 5,40 y 400 NTU,
luego se hicieron enjuagues con agua y dos purgas del vial a emplear con la muestra a medir y
posteriormente se procedié a la medicion de la muestra, asegurdndose que esta se encuentre
homogenizada. La medida de la turbidez se obtiene directamente de la escala de medida del

equipo y se expresa en NTU (Nephelometric Turbidity Units).

Figura 13. Equipo de medicion turbidez DINKO D-112
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4.3.4. Determinacion de la demanda quimica de oxigeno disuelta (DQO) soluble.

Este método se basa en la oxidacion de la materia orgénica por la reaccién oxido-
reduccion con dicromato de potasio (K2Cr20O7) en exceso en un medio acido suministrado por
el &cido sulfarico (H2SO4) y un catalizador como el sulfato de plata (Ag.SOa4) durante un
periodo al menos de dos horas. Como resultado, se oxida la materia organica y el dicromato
que no se consume durante la reaccion es valorado por titulacion o colorimetria (Ramiréz &
Garcia, 2008). Conocer la concentracion de DQO del alperujo es de real importancia para la
reduccion o eliminacion adecuada de la materia organica de este y de esta manera prevenir la
biodegradacion de las muestras y a su vez reducir la alta toxicidad que puede generar al

verterse en cuerpos de agua.

El andlisis de la DQO se realizé empleando kits comerciales COD de la marca Merk,
mediante las recomendaciones suministradas por el fabricante, por lo que el volumen podia
variar dependiendo del rango del kit a utilizar. En este caso se usaron kits con rango de 500-
10000 mg DQO-L™. Por consiguiente, solo se necesitaba ImL para llevar acabo la prueba (ver
figura 14).

Primero se diluye el extracto de alperujo obtenido de acuerdo al apartado 4.4.2 en relacion
1:4 con agua, debido al alto contenido de materia organica que tiene la muestra.
Posteriormente se agita la muestra hasta que se encuentre homogenizada; luego se agrega el
volumen necesario sobre el kit (previamente homogenizado), se cierra y se agita durante unos
minutos; luego se lleva al termorreactor durante 2 horas a 148°C. Transcurrido el tiempo se
retiran las muestras del equipo y se dejan enfriar a temperatura ambiente durante 10 minutos;
luego se procede a agitar las muestras y se dejan por 30 minutos méas antes de realizar las
correspondientes lecturas en el fotometro multiparamétrico modelo Spectroquant nova 30 de

la casa comercial Merck (Ver figura 15).
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Figura 14. Kit spectroquant DQO rango de med|C|on 500-10000 mg DQO-L*

Figura 15. Spectroquant NOVA 30 - Merck
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4.3.5. Determinacion de color

El color es de gran relevancia en la determinacion de presencia de materia organica en los

extractos obtenidos.

Para la determinacion del color, se realiz6 una dilucién 1:40 del extracto de alperujo con
agua, ya que la muestra era fuertemente coloreada y de acuerdo a la norma UNE-EN ISO
7887:2011 (Calidad del agua. Examen y determinacién del color), las muestras pueden diluirse
con agua Opticamente pura las veces necesarias antes de su examen o determinacion hasta que
la intensidad se encuentre dentro del rango de calibrado. Posteriormente se tomd 1,5 mL de
este en una celda de poliestireno 6ptico (PS) con un paso de luz de 10mm para posteriormente
realizar las medidas respectivas de absorbancia a las longitudes de onda (A) de 436 nm, 525
nm y 620 nm en el espectrofotometro UV-VIS DR 6000 de la marca HACH LANGE (ver
figura 16) de acuerdo al método de color real usando como referencia la norma UNE-EN 1SO
7887: 2012 método B (Martinez & Osorio, 2018).

DR 6000

¥

Figura 16. Espectrofotometro UV-Vis DR600 (HACH LANGE)

A partir de la absorbancia obtenida a las tres longitudes de onda establecidas se determina
el pardmetro de color ponderado con la siguiente ecuacion:
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(Agz62)* + (Asz52)% + (As202)? Ec. 2
Color =
Aszenr + Aszsa + As202

Fuente: (Nat, 2004)

Donde A,3¢; €s la absorbancia a 436 nm, As,5; es la absorbancia a 525nmy Ag,0, €S la

absorbancia a 620nm.

4.3.6. Determinacion de compuestos fendélicos

La determinacion de la concentracion de compuestos fenolicos es de gran importancia en
el desarrollo del trabajo, ya que a partir de esta se puede estudiar el rendimiento de extraccién

por parte del disolvente del compuesto de interés (fenoles).

Para la cuantificacion de polifenoles totales se utilizo el método de Folin-Ciocalteu. Esta
técnica se basa en la reduccion en medio alcalino de la mezcla de wolframato sodico y
molibdato sodico de color amarillo que componen el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC) con los
compuestos fendlicos presentes en la muestra, existiendo una transferencia de electrones para
formar un complejo de color azul intenso de 6xidos de wolframio y molibdeno (ver figura 17)
que permiten ser detectables en un espectrofotometro ultravioleta-visible (UV-VIS) a una
longitud de onda entre los 620 y 765 nm, siendo la longitud de onda de méaxima absorcién de
765 nm (Singleton & Rossi, 1965).

O OH

(] LJ</\Q

Figura 17. Mecanismo de reaccion del reactivo de Folin Ciocalteu. Obtenida de: (Garcia., et

al, 2008)
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En la determinacion de compuestos fenolicos se empleo el siguiente procedimiento: en un
vaso de precipitados se diluye en proporcién 1:8 el extracto en agua y se toma de la dilucion
0,2 mL de muestra en un vial de vidrio de 10mL y se aflade 6,8 mL de agua destilada y 0.5 mL
de reactivo de Folin- Ciocalteu, asegurandose de preparar entre cada lectura un blanco con

agua destilada.

Posteriormente, la muestra se lleva a agitacion por ultrasonido durante tres minutos con
una frecuencia de 250 mHz, y luego se afiade 1 mL de carbonato de calcio al 20% (p/p) para
finalmente dejar en reposo durante una hora en un sitio oscuro. Transcurrido el tiempo de
reaccion y estabilizacion del color se realiza la medicion de absorbancia en el
espectrofotometro UV-VIS DR 6000- Hach Lange (ver figura 18) de la muestra en estudio a

una longitud de onda de 765 nm.

A partir de la lectura de absorbancia de la muestra se determina la concentracion de
compuestos fenolicos, por medio de una curva de calibrado previamente construida con
patrones de tirosol establecidos en un rango de 0 a 1200 mgL* que relacionan la absorbancia

con la concentracion (ver figura 18).

1200 -
y = 558,96x
R?=0,9921
1000 - *

800

600 -

mg tirosol/L

400 - .

200

1
*

0 T T T T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14 1,6 1,8
Abs 765 nm

Figura 18. Recta de calibrado para la determinacion de la concentracion de compuestos
fenolicos en las muestras. Obtenida a 765nm en el espectrofotometro DR600-Hach Lange

La recta de calibrado que relaciona la concentracion de tirosol de los estandares

establecidos y la absorbancia se presenta a concentracion
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[C.F.](mg.L — 1 Tyrosol eq) = 573.56 - Abs Ec3

Los resultados de las concentraciones de las muestras se expresan en miligramos de
tirosol equivalente por litro (mg. L™ tirosol eq.). Cabe resaltar que las muestras que registren
un valor de concentracion mayor al establecido en la curva de calibrado (1200 mg. L Tirosol
eq.) deben diluirse las veces que sea necesario para gque se encuentren en el intervalo de

concentracion que se ha empelado para construir la recta de calibrado.

El contenido de polifenoles totales extraidos se expresa como miligramos (mg) de tirosol

equivalente por gramo (g) de alperujo seco.

Para el calculo del rendimiento de compuestos fendlicos (mg tirosol eq/g alperujo), se
determina en primera instancia la cantidad de compuestos fendlicos (C.F.) en la fase acuosa de

la muestra original empleando la siguiente ecuacion.

Mgy 0 * % Humedad
C. F'M.O = aperijo - C'F']OR EC4
PH,0

Doénde:

C.F.mo : Masa de compuestos fendlicos en el alperujo original (mg Tirosol eq)
Maiperujo : Masa de alperujo (g Alperujo)

% Humedad : Humedad presente en el alperujo
PH,0 : Densidad del agua a la temperatura de extraccion (g/L)

[C.F.] or : Concentracion de C.F. en la muestra original (mg. L™ tirosol eq)

Posteriormente se calcula el contenido de compuestos fendlicos en el extracto obtenido a
un tiempo de extraccion, relacion alperujo-disolvente y temperatura determinada, utilizando la

siguiente ecuacion.

Maiperujo - %o Humedad

C-F-Ex = <Vdisolvente + > ) [C F. ]EX Ec5

PH,0
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Donde:
C.F. gx : Cantidad de compuestos fendlicos en el extracto (mg tirosol eq)
Maperujo - Masa de alperujo (g Alperujo)

% Humedad : Humedad presente en el alperujo

PH,0 : Densidad del agua a la temperatura de extraccion (g/L)
Vaiisolente : Volumen de disolvente empleando (L)
[C.F.] gx : Concentracion de C.F. en el extracto (mg. L™ Tirosol eq)

Luego se determina la diferencia entre la cantidad de compuestos fendlicos extraidos con

respecto a los que contenia la fase acuosa de la muestra original y finalmente se determina el

rendimiento de extraccidn obtenido (ver ecuaciones 7y 8).

ACF=CFEX—CFOR EC6

AC.F. Ec7
Maiperujo * (1 — YoHumedad)

R extraccion =

Donde:

R extraccion : Rendimiento de extraccion (mg tirosol eq/ g alperujo seco)

AcC.F. :Diferencia de C.F. entre el extracto y la muestra original (mg tirosol eq)
% Humedad : Humedad presente en el alperujo

Maiperujo : Masa de alperujo (g Alperujo)
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4.3.7. Determinacion de azucares por el método de Antrona

El contenido de azlcares solubles totales en los extractos de alperujo se determind de
acuerdo al método de Antrona planteado por Whitnan, et al (1971), que se basa en la
cuantificacion de azlcares (hexosas, aldopentosas y acidos heuxerinicos que se encuentran
libres o formando un polisacarido). Este método se basa en la deshidratacion e hidrolizacion
de los azUcares en medio &cido caliente que reaccionan con Antrona para formar un derivado
del furano de color verde azulado con un maximo de absorcién a una longitud de onda de
625nm (Aranda, 2006).

El ensayo se realizd en tubos de cristal con tapa roscada afiadiendo 1 mL de la muestra en
estudio y 2 mL de reactivo de Antrona por las paredes del tubo cuidadosamente. A
continuacidn, se cerraron y agitaron durante 15 segundos en un vortex, se colocaron en un
bafio de agua a 100°C y posteriormente se enfriaron en un recipiente con hielo durante 5
minutos. Finalmente se realizo la lectura de absorbancia por triplicado a 625nm, considerando

el blanco del reactivo en el espectrofotometro UV-VIS DR 6000- Hach Lange.

La determinacion de la concentracion de azlcares solubles totales se evalu6 mediante la
curva de calibrado previamente construida con concentraciones de glucosa de 0, 25, 50, 100,
150 y 200 mg-L?, los cuales siguieron el mismo tratamiento al de las muestras, de lo cual se

obtuvo la siguiente ecuacidn al relacionar la absorbancia con la concentracion.
[ AzGcares](mg D — glucosa - L™1) = 0.1123 + 74.043 - Abs Ec8

Cabe resaltar que las muestras que registren un valor de concentraciébn mayor al
establecido en la curva de calibrado (200 mg. L™ D-glucosa) deben diluirse las veces que sea
necesario para que la concentracion se encuentre dentro del intervalo considerado para

construir la recta.

El contenido de azUcares se expresa como miligramos (mg) de azUcares por gramo (g) de

alperujo seco.

Para el calculo del rendimiento de azlcares extraidos en mg azlcar/g alperujo, se
determina en primera instancia la cantidad de azucares en la fase acuosa de la muestra original

empleando la siguiente ecuacion:
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. Maiperujo - Y0 Humedad )
AzUcaresy o = [ Azucares]og
PH,0

Ec9

Donde:

Azlcares,, o : Masa de azUcar en el alperujo original (mg D-glucosa)
Maiperujo : Masa de alperujo (g alperujo)

% Humedad : Humedad presente en el alperujo

PH,0 : Densidad del agua a la temperatura de extraccion (g/L)

[Azlcares]or : Concentracion de azicares en la muestra original (mg. L™* D-glucosa)

Posteriormente se calcula el contenido de azUcares en el extracto obtenido a un tiempo de

extraccion, relacion alperujo-disolvente y temperatura determinado, utilizando la siguiente

ecuacion.
m io " % Humedad
AzUcares g, = <Vdi501vente alperujo 7 > -[Azacares] Ec10
PH,0
Donde:
Azlcaresgy : Masa de azUcar en el extracto (mg D-glucosa)
Maiperujo : Masa de alperujo (g alperujo)
% Humedad : Humedad presente en el alperujo
PH,0 : Densidad del agua a la temperatura de extraccion (g/L)

Vaiisolvente : Volumen del disolvente empleando (L)

[Azlcares]gx: Concentracion de azlcares en el extracto (mg. L™* D-glucosa)
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Luego se determina la diferencia entre la cantidad de azUcar extraido con respecto a la que
contenia la fase acuosa de la muestra original y finalmente se determina el rendimiento de

extraccion obtenido (ver ecuaciones 12 y 13).

A Azucares = AzUcaresgy — AzUcarespg Ec1l

A AzGcares Ec 12
Maiperujo * (1 — YoHumedad)

R extraccion =
Donde:
R extraccion : Rendimiento de extraccion (mg D- glucosa / g alperujo seco)

A AzGcares . Diferencia de azUcares entre el extracto y la muestra original (mg D-

glucosa)
% Humedad : Humedad presente en el alperujo

Maiperujo : Masa de alperujo empleada para la relacion (g Alperujo)

4.4. Metodologia experimental

El desarrollo experimental comprende las etapas de extraccion, centrifugacion y
preparacion de las muestras de alperujo para la posterior caracterizacion fisico-quimica de las

mismas.

4.4.1. Proceso propuesto

Para la extracciéon de los compuestos fendlicos se realizé una revision bibliografica para
determinar el proceso de extraccion fisica y el disolvente adecuado para realizar el desarrollo
del proyecto, empleandose una extraccion solido-liquido (S/L) que se basa en la separacion de
uno o varios constituyentes solubles contenidos en un sélido inerte mediante el uso de un

disolvente a fin con el analito a separar.

Posterior a la extraccion S/L de los compuestos fenolicos se realiza una centrifugacion de
las muestras recolectadas para obtener dos fases: solido y liquido, y de esta manera

realizar los analisis fisico-quimicos respectivos al extracto (ver figura 19).
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Extracto

- Alperujo Extraccion S/L Liquid ‘i ;
e xtraccio Centrifugacion :5 Procedimientos : Parametros
Disolvente =) solido-liquido : analiticos fisicoquimico

Residuo Sblido
solido/disolvente

Figura 19. Diagrama del proceso propuesto

4.4.1.1. Extraccion solido-liquido

La extraccién de los compuestos fendlicos derivados del alperujo se llevé a cabo bajo
diferentes condiciones en un sistema con agitacion constante, modificando los siguientes
pardmetros: temperatura (20°C, 30°C y 40°C), disolvente (agua y etanol) y tiempo de
extraccion (5, 15, 30, 60 y 120) min, empleando diferentes relaciones de alperujo seco y
disolvente (1:4, 1:6, 1:8 y 1:10). La cantidad de muestra y el volumen de disolvente a utilizar

se detallan en la tabla 7.

Tabla 7. Relacion cantidad de muestra y volumen de disolvente a emplear para el desarrollo

de extraccion

Muestra(g) Relaciéon
(Disolvente(ml)) 1:4 1:6 1:8 1:10
2026,32g 1350,97¢ 1013,3¢ 810,379
Alperujo (Agua) (473,31mL) (1149,62mL) (1488,56mL) (1689,62mL)
2026,04g 1350,62¢ 873,949 549,089
Alperujo (Etanol) (600mL) (1456,75mL) (1626,05mL) | (1450,93mL)

La muestra de alperujo se pesé de acuerdo a la tabla 7, en un recipiente de plastico con
una capacidad de 3L con ayuda de una balanza de precision KERN PKP (Kern, Alemania).
Posteriormente el envase con la muestra se colocd en un bafio termostatico para alcanzar la
temperatura de realizacion del ensayo. Luego de alcanzar la temperatura deseada, el recipiente

se introdujo en el sistema de extraccion desarrollado junto con la varilla de agitacion y una
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sonda de temperatura conectada al controlador del bafio termostatico digital de circulacion

refrigerado, como se observa en la figura 10.

Una vez fijada la relacion de ensayo y estabilizada la temperatura de experimentacion se
pone en marcha el sistema, afiadiendo el disolvente extractor, asegurandose una agitacion
constante de 400 rpm para obtener una mezcla homogénea entre la muestra y el disolvente.
Posterior a la adicién del agua o etanol, considerando este como tiempo cero, se procede a
tomar 80 mL de mezcla en dos tubos conicos para centrifuga Falcon con capacidad de 50 mL,

alos 5, 15, 30, 60 y 120 minutos de extraccion, para su posterior centrifugacion.

Cabe resaltar, que el bafio termostatico digital de circulacion refrigerado y la bomba
centrifuga auxiliares empleadas en el sistema permiten controlar y mantener uniforme la

temperatura del bafio de agua, respectivamente.

4.4.1.2. Centrifugacion de la muestra

En primera instancia se pes6 muestra del extracto en tubos falcon de 50 mL en igual
cantidad de masa con el fin de no generar descompensacién y dafios en el momento de realizar
la centrifugacion en la méaquina. Posteriormente, se colocaron los tubos Falcon con las
muestras en los receptaculos del rotor de la centrifuga, se cerrd el compartimiento del mismo y

se puso en marcha el equipo con las siguientes especificaciones:

e Velocidad de centrifugacion: 10000 rpm
e Tiempo de centrifugacién: 10 minutos

e Temperatura de centrifugacion: 25°C

Finalmente, después de terminado el tiempo de centrifugacion, se retiraron las muestras
del equipo y se separaron las dos fases obteniéndose un extracto con particulas y sélidos en

suspension y, por otra parte, una fase solida de alperujo rico en disolvente (ver figura 20).
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Figura 20. Extractos antes y después de la centrifugacion

4.4.2. Preparacion de muestras analiticas

En la preparaciéon de las muestras se emplearon filtros de jeringa de ésteres mixtos de
celulosa (MCE), con un poro de 0,45 pum y un diametro de 0,25 mm, que permitieron filtrar
los extractos obtenidos de la centrifugacion con ayuda de una jeringa de 10 mL y de esta
manera eliminar cualquier particula de tamarfio superior a los 0,45 um que pueda interferir en

los analisis a realizar.

Cabe resaltar que se filtrd la muestra requerida para cada analisis y la muestra sobrante se
marcd debidamente en los tubos falcon y se congel6 para conservarla y emplearla para

posibles repeticiones o futuras investigaciones.

Los pardmetros medidos a las muestras de extractos obtenidos fueron pH, conductividad
eléctrica (C.E.), color, azucares totales y compuestos fendlicos del alperujo mediante el
método de Folin-Ciocalteu con un nimero de repeticiones realizadas para cada muestra por

cada parametro igual a 3.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion del alperujo

La caracterizacion del alperujo utilizado en los ensayos de extraccion de compuestos

fendlicos se presenta en la tabla 8.

Tabla 8. Caracterizacion del alperujo utilizado en los ensayos de extraccién de compuestos

fendlicos
Paréametro Valor promedio | Desviacion estandar
pH 5,08 0,04
C.E (mS-cm?) 15,50 0,23
Color 12,41 1,69
Turbidez (NTU) 32,97 0,64
Humedad (%) 69,0 0,1
Azucares
(mg D-Glucosa-L™) 4396,67 48,79
DQO (mg Oz-L 1) 64008,33 2750,03
f:c_)mpuestos fenolicos (mg-L- 4313,68 399 26
tirosol eq)

*Todos los parametros fueron medidos por triplicado.

A partir de la tabla 8 se observan las caracteristicas fisico-quimicas del alperujo obtenido
en la industria de aceite de oliva ubicada en la Comunidad Valenciana que ha suministrado la
materia prima para este trabajo. Destaca una elevada DQO, humedad, C.E. y cantidad de
compuestos fenolicos. Ademas, se puede observar un caracter ligeramente acido de la muestra,
debido a las propiedades del fruto y la presencia de acido lactico formado durante la

fermentacion de las aceitunas.
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El alto porcentaje de humedad se adjudica al agua afiadida en el lavado de los frutos que
se incorpora en al alperujo en el momento de la centrifugacion por dos fases, asi como

también se debe al agua de vegetacion de la propia aceituna.

La conductividad eléctrica del alperujo, en torno 15.55 mS-cm™, se debe practicamente a
la presencia de iones de Na?" mayoritariamente, seguido de iones de calcio, fosforo, potasio y
magnesio, los cuales proceden de la propia aceituna. Por otra parte, la alta DQO observada, se
debe al alto contenido de materia organica que tiene este compuesto (88,6% de los solidos
totales, de los cuales el 50% son ligninas y el 2.5% grasas, como se describe en el apartado
3.3.2). Ademas, el alperujo contiene toda la carga organica del alpechin que se generaba en el

sistema de tres fases, en cuya composicion destacan los polifenoles.

Los compuestos polifendlicos determinados por el método de Folin-Ciocalteu (Singleton
& Rossi, 1965), descrito en el apartado 4.3, se estiman en concentracion de mg-L* de tirosol
eq. Diversos autores han sefialado al tirosol e hidrotirosol como compuestos fendlicos
principales del alperujo, con propiedades farmacol6gicas y con actividad elevada antioxidante.
Por otra parte, algunos compuestos fendlicos como la oleuropeina y el acido elendico se
hidrolizan durante el proceso de maduracion de la aceituna dando lugar al tirosol o
hidrotirosol, ya que son moléculas mas estables, mientras que otros se degradan, por lo que es
concerniente afirmar que tanto el tirosol como el hidrotirosol son los compuestos fenélicos

mayoritarios en la muestra.
5.2. Efecto del tipo de disolvente en la extraccion a 20°C

En este apartado se presentan los resultados obtenidos de la variacion del pH,
conductividad eléctrica (C.E.), factor de color y el rendimiento de extraccion de azlcares y
compuestos polifendlicos del alperujo a una temperatura de 20°C+2°C al modificar el
disolvente extractor. Los disolventes de extraccién empleados durante los ensayos fueron agua

y etanol al 96%.

5.2.1. Determinacion de pH

En la figura 21, se observa el comportamiento del parametro de pH de los diversos

extractos obtenidos de la extraccién solidé-liquido en los ensayos realizados a los diferentes
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tiempos de contracto de extraccion (5 min, 60 min, 120 min), diferentes relaciones de masa

alperujo y disolvente a emplear (1:4, 1:6, 1:8, 1:10) y a una temperatura constante de 20°C.

Los resultados empleados para la realizacion del grafico se presentan en el Anexo A

B 5 min
m 60 min
=120 min

Agua Etanol Agua Etanol Agua Etanol Agua Etanol
1::4 1::6 1::8 1:10
Relacion Alperujo-Disolvente

pH
O P N W b O1 O N ©©

Figura 21. Variacion del pH del extracto obtenido con diferentes disolventes y relaciones

alperujo-disolvente a una temperatura de 20°C

A partir de la figura 21 se observa que el pardmetro de pH del extracto a lo largo de los
ensayos realizados empleando como disolvente extractor agua en diferentes proporciones
masa alperujo-disolvente a una temperatura de 20°C+2°C y para diferentes tiempos de
contacto, presento una variacion minima de un ensayo a otro, con un valor de pH promedio de
5.10. Por otra parte, los ensayos realizados con etanol al 96% a 20°C+2°C en las diferentes
proporciones de disolvente-masa alperujo previamente mencionadas y los mismos tiempos de
contacto, se noté un aumento del parametro conforme se incrementaba el volumen de
disolvente empleado. Este comportamiento se presentd debido a que el etanol posee un
cardcter neutro al encontrarse en una concentracion del 96%, haciendo que el valor del pH del
extracto tomara un valor mas cercano a 7 conforme aumentaba el volumen de etanol y
disminuia la masa de alperujo utilizada.

Cabe resaltar que el tiempo de contacto de extraccion no presentd cambios significativos

del parametro pH utilizando etanol.
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A partir de investigaciones realizadas por otros autores (Siebert, K et al, 1996) (Trillo,
2015 ), el pH es un factor a considerar en la extraccion de compuestos fenolicos, ya que el
caracter acido facilita la ruptura de las interacciones proteina-polifenoles por la formacion de
sales antoncianidinas y a su vez facilita la estabilidad de algunos compuestos fendlicos como
es el caso del tirosol. Al encontrarse estos compuestos en condiciones de pH alcalino tienden a

degradarse por completo con el transcurso del tiempo.

De acuerdo a lo anterior mencionado, se sugiere para proximas investigaciones realizar
ensayos de extraccion modificando el pH a una regién acida o bien empleando disolventes de

caracter acido para optimizar el proceso de extraccion.

5.2.2. Determinacién de conductividad eléctrica

En la figura 22 se observa el comportamiento del pardmetro de conductividad eléctrica de
los diferentes extractos obtenidos en los ensayos realizados con diversos tiempos de contacto
de extraccion (5 min, 60 min y 120 min), relaciones de masa alperujo-disolvente a emplear
(1:4, 1:6, 1:8, 1:10), disolvente a emplear (agua, etanol 96%) a una temperatura constante de
20°C+2°C.

Los resultados empleados para la realizacién del grafico se presentan en el Anexo A.
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Agua Etanol Agua Etanol Agua Etanol Agua Etanol
1:4 1::6 1::8 1:10
Relacion alperujo-disolvente

Figura 22. Variacion de la conductividad eléctrica del extracto obtenido con diferentes
disolventes y relaciones alperujo-disolvente a una temperatura de 20°C.
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De acuerdo a la figura 22, se observa que el parametro de conductividad eléctrica en el
extracto disminuye conforme aumenta la relacion masa de alperujo-disolvente sin importar el
disolvente extractante a emplear, ya que la concentracion de sales en el seno de la mezcla
disminuye a medida que se incrementa la relacion, ya que las sales y compuestos organicos
suministrados por el alperujo se diluyen en mayor proporcion al emplear mayor volumen de
disolvente, teniendo a su vez menor capacidad de conduccion de electricidad la mezcla. Cabe
resaltar que la conductividad disminuye notoriamente al emplear etanol al 96% debido a su
alta pureza y ausencia de iones y sales que permitan conducir electricidad, mientas que en el

agua destilada utilizada se pueden presentar iones que aumenten la conductividad eléctrica.

Por otra parte, se observa que la conductividad aumenta y tiende a tomar un valor
constante luego de un tiempo de contacto de extraccion de 60 minutos, ya que después de este
tiempo se alcanza el potencial de equilibrio haciendo que no exista un flujo desde el seno del

alperujo al disolvente.

5.2.3. Determinacion de color

En la figura 23 se observa la variacion del pardmetro de factor de color de los diversos
extractos obtenidos en los ensayos realizados con diferentes tiempos de contacto de extraccion
(5 min, 60 min y 120 min), relaciones de masa alperujo-disolvente (1:4, 1:6, 1:8, 1:10) con los
dos disolventes empleados (agua y etanol 96%) a una temperatura constante de 20°C+2°C.

Los resultados empleados para la realizacién del grafico se presentan en el Anexo A.

De igual manera que la tendencia que ocurre con el parametro de conductividad eléctrica
sucede con el parametro de factor de color, en el cual, conforme se adiciona mayor volumen
de disolvente y se disminuye la cantidad de masa de alperujo a utilizar durante la extraccion
solido-liquido disminuye el pardametro en estudio, ya que el disolvente diluye los compuestos
que dan el color al extracto. Por ende, entre mayor sea el volumen de disolvente a emplear

menor sera la concentracion de estos compuestos y por consecuencia el factor de color.

Por otra parte, se aprecia en la figura 23, que al emplear como disolvente extractor etanol
al 96%, se reduce considerablemente el factor de color en comparacion con el agua en la
misma relacion. Esto puede ser debido a que el agua extrae en mayor proporcion pigmentos

colorantes que el etanol.
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Por otra parte, se nota que al aumentar el tiempo de contacto de extraccion el parametro
de factor de color incrementa, siendo mas acentuado al adicionar mayor volumen de
disolvente (en especial agua) y disminuir la cantidad de alperujo de experimentacion,
probablemente porque el aumento del disolvente favorece la extraccion de compuestos

colorantes.

Cabe resaltar que el dato obtenido a una relacion 1:4, utilizando como disolvente de
extraccion agua puede considerarse atipico, ya que no sigue la tendencia de los datos, lo cual

pudo presentarse por errores experimentales.

Los resultados empleados para la realizacién del grafico se presentan en el Anexo A
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Figura 23. Variacion del factor de color en la extraccion con diferentes disolventes y
relaciones alperujo-disolvente a una temperatura de 20°C

Otro motivo que afecta al cambio de color que se observa en la figura 23 es que a medida
que transcurre el tiempo de contacto entre el alperujo y el disolvente con una agitacion se
contribuye a la oxidacion y degradacion de los compuestos fendlicos, favoreciendo la
aparicion de quinonas que dan un color pardo indeseable a la mezcla lo que hace que la
absorbancia a la longitud de onda establecida sea mayor, viéndose reflejado en el factor de
color (Creus, 2004).
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5.2.4. Determinacion de DQO

El comportamiento DQO en los extractos obtenidos en los ensayos realizados a una
temperatura de 20°C, tiempo de contacto de extraccion de 240 minutos, relaciones de masa
alperujo-disolvente (1:4, 1:6, 1:8, 1:10) utilizando como disolvente agua, se muestran en la
figura 24.
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Relacion alperujo-disolvente

Figura 24. Variacion de la DQO en la extraccion con agua para diferentes relaciones alperujo-
disolvente a una temperatura de 20°C y un tiempo de extraccion de 240 minutos

De igual manera la tendencia observada para el pardmetro de conductividad eléctrica se
repite con el pardmetro de DQO, en el cual, conforme se adiciona mayor volumen de
disolvente y se disminuye la cantidad de masa de alperujo a utilizar durante la extraccion
solido-liquido disminuye el parametro en estudio, ya que el disolvente diluye la materia
organica presente en la muestra. Por ende, entre mayor sea el volumen de disolvente a emplear

menor sera la concentracion de materia organica y por consecuencia la DQO.

Por otra parte, el estudio de la DQO, al emplearse como disolvente de extraccion etanol
no se llevo acabo, ya que el etanol al ser un compuesto organico, impide cuantificar el valor
real de la DQO del extracto debido a la gran cantidad de materia organica presente en la

muestra a la hora de la determinacion.
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5.2.5. Determinacién de azucares

En la figura 25 se observa el rendimiento de extraccion de azUcares totales en base seca
calculado de acuerdo a la ecuacion 13.

Los ensayos se realizaron a diferentes tiempos de contacto de extraccion (5 min, 60 min'y
120 min), relaciones de masa alperujo-disolvente a emplear (1:4, 1.6, 1:8, 1:10) y diferente
tipo de disolvente extractor (agua y etanol al 96%), manteniéndose la temperatura constante a
20°C.

Los resultados empleados para la realizacion del grafico se presentan en el Anexo A
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Relacion alperujo-disolvente

Figura 25. Rendimiento de extraccion de azUcares del alperujo con diferentes disolventes y
relaciones alperujo-disolvente) a una temperatura de 20°C

Como se aprecia en la figura 25, el rendimiento de extraccion de los azUcares totales del
alperujo es bajo, siendo ain menor al aumentarse la relacion de masa de alperujo/disolvente.
Inclusive, en el caso de utilizarse como disolvente agua, se obtienen rendimientos negativos
desde el momento de su adicion evidenciandose con mayor claridad al incrementar el volumen
de agua a emplear y disminuir la masa de alperujo a emplear durante la etapa de extraccion,

alcanzandose valores negativos de hasta -8mg D-glucosa/g Alperujo. Esto se debe a que el
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agua utilizada diluyo los pocos azucares que se lograron extraer del alperujo. Por este motivo

en el momento de la lectura con el espectrofotometro UV-VIS no fueron detectados.

Por otra parte, al emplear como disolvente de extraccion etanol, se observa que, a una
temperatura de 20°C+2°C, se logra recuperar azucares como hexosas, aldopentosas y acidos
heuxerinicos que se encuentran libres o formando un polisacarido. Se obtiene un mayor
rendimiento al emplear una relacion 1:4 masa alperujo-disolvente con un tiempo de contacto
de 120 minutos, alcanzandose valores de azlcares extraidos de 2.37 mg por gramo de alperujo
seco. Para valores de relacion masa alperujo-disolvente superiores a este empieza a disminuir
el rendimiento, ya que el volumen de disolvente es muy alto en comparacion a la cantidad de
masa de alperujo a emplear en el ensayo y, de acuerdo algunos estudios, al aumentar el
volumen de disolvente en relacion a la masa de muestra utilizada no siempre se obtienen
mejores resultados, ya que el rendimiento depende la naturaleza del compuesto extraible,
grado de polimerizacion y relacién con la polaridad del solvente utilizado en la extraccién
(Soto & Rosales, 2016). Ademas, como se ha comentado con anterioridad, al aumentar la
cantidad de disolvente afiadida se diluye mucho la muestra, haciendo que los azlcares no sean
detectados en la lectura en el espectrofotémetro.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el rendimiento de extracciéon de azlcares a una
temperatura de 20°C es bajo al emplear los dos disolventes de extraccién en estudio,

presentando un rendimiento de extraccion un poco superior al utilizar etanol.
5.2.6. Influencia del disolvente en la extraccion de compuestos fendlicos (CF)

Los rendimientos de extraccion de los compuestos fendlicos en los diferentes ensayos
realizados, empleando como disolvente agua y etanol al 96% se presentan en la figura 26. Los
ensayos fueron realizados variando la relacion de muestra y disolvente a emplear (1:4, 1:6,
1:8, 1:10), el tiempo de extraccion (5 min, 15 min, 30 min, 60 min y 120 min) a una

temperatura constante de 20°C.
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Los resultados empleados para la realizacion del grafico se presentan en el Anexo A
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Figura 26. Rendimiento de extraccién de compuestos fendlicos del alperujo con diferentes
disolventes y relaciones alperujo-disolvente a una temperatura de 20°C

Como se puede apreciar en la figura 26, a una temperatura de 20°C el rendimiento de
extraccion de los compuestos fendlicos (mg Tirosol/g alperujo seco) incrementa hasta una
relacion de 1:6 y después de esta (relacion 1:8, 1:10) el rendimiento de extraccion disminuye
al emplear agua como disolvente de extraccion. En el caso de utilizar etanol se observa un
mayor rendimiento al emplear una relacion alperujo-disolvente de 1:4. Después de esta
relacion el rendimiento de extraccion minora. De acuerdo a estudios realizados por algunos
autores (Pinelo et al, 2005) al aumentar el volumen de disolvente en relacion a la masa de
muestra utilizada se obtienen mejores resultados considerando los principios de transferencia
de masa en el cual uno o varios compuestos se desplazan de una regién de alta concentracion
(en este caso el alperujo) a una region de baja concentracion (en este caso el disolvente). Otros
autores (Spigno et al, 2007), por su parte, encontraron mayores rendimientos de extraccion de
compuestos fendlicos con relaciones que apenas involucra el volumen necesario de disolvente
para cubrir el material de extraccion. Por ende no se presentd un comportamiento definido del
rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos del alperujo empleando diversas relaciones

de masa muestra/disolvente ya que el rendimiento depende la naturaleza del compuesto
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extraible, grado de polimerizacién y relacion con la polaridad del disolvente utilizado en la

extraccion, como menciona Soto & Rosales, en su investigacion (Soto & Rosales, 2016).

Por tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos, en los ensayos realizados en el presente
trabajo fin de master, se obtienen mayores rendimientos de extraccion al utilizar relaciones de
masa de alperujo y volumen de disolvente bajas (1:4 y 1:6) al trabajar con etanol al 96% y

agua destilada.

En el caso del tiempo de extraccion, se aprecia que en la relacion 1:4 el rendimiento de
extraccion de compuestos fendlicos incrementa conforme aumenta el tiempo, como aseguran
algunas investigaciones (Sepulveda, C et al, 2016), explicaindose que la difusién es un
fendmeno que depende del tiempo. Por ende, entre mayor tiempo transcurra, mayor
penetracion en el tejido se obtendrd y, consecuentemente, mayor cantidad de compuestos
fendlicos se extraen. Sin embargo, en los resultados de los ensayos empleando relaciones 1:6,
1:8 y 1:10 de alperujo-disolvente se observa una disminucion del rendimiento de extraccion
después de un tiempo determinado, posiblemente por degradacion de los compuestos fendlicos

por aplicar tratamientos de larga duracién.

Por otra parte, se observa que el mayor rendimiento de extraccidén a una temperatura de
20°C empleando como disolvente agua se obtiene para una relacion de 1:6 con un tiempo de
contacto de extraccion de 120 minutos (3.47 mg Tirosol/g alperujo seco), del cual se puede
inferir que a mayor tiempo de extraccion se pueden obtener mejores resultados de rendimiento

de extraccion asegurandose que la relacién alperujo disolvente sea menor a 1:6.

Al emplearse como disolvente de extraccion etanol a una temperatura de 20°C se obtienen
mayores rendimientos de extraccion de compuestos fendlicos en comparacion con el agua.
Este comportamiento se puede explicar porque el etanol, por su menor polaridad que el agua,
puede presentar mayor afinidad con el compuesto a extraer (compuestos fenolicos) y el
material vegetal de trabajo (alperujo) (Mufioz, William, et al, 2015), ya que diversos estudios
muestran que el contenido de fenoles en los extractos varia con la polaridad de los disolventes.
Por ejemplo, en la extraccion de compuestos fendlicos del té se emplea regularmente metanol
absoluto, ya que se obtienen altos valores de rendimiento en comparacion con otros
disolventes y en el caso de la extraccion de polifenoles del trigo utilizar una fraccion acetona-

agua al 50% resulto més eficiente que emplear solo agua como disolvente de extraccion
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(Leyva, Jesumar et al, 2013). Cabe resaltar que para la experimentacion realizada en esta Tesis
Final de Méster se emplearon sustancias que no son toxicas y cumplen con el reglamento
1907/2006, de 18 de diciembre de 2016, relativo al Registro, Evaluacion, Autorizacion y

Restriccion de sustancias y preparados quimicos (REACH).

De los ensayos realizados a una temperatura a 20°C con etanol, se observé que el mayor
rendimiento de extraccion se obtiene con una relacion de alperujo/disolvente de 1:4 y un
tiempo de contacto solido-liquido de 120 minutos (5.36 mg tirosol/g alperujo seco). Sin
embargo, cabe resaltar que se pueden obtener resultados similares con la misma relacion y un
tiempo menor de extraccion de 60 minutos (5.25 mg tirosol/g alperujo seco) o con una
relacion de 1:6 y tiempo de contacto de extraccion de 30 minutos (5.08 mg tirosol/ g alperujo
seco), con el fin de disminuir los costos operacionales y el tiempo de extraccion.

Al emplear etanol al 96% como disolvente de extraccion a una temperatura de 20°C+2°C,
se obtienen mayores rendimientos de extraccion de los compuestos fenolicos al compararse

con los resultados conseguidos al utilizar agua.

Por ende, se llevé acabo un segundo bloque de ensayos donde se modificé el parametro de
la temperatura para observar la influencia en la extraccién de compuestos fendlicos, azlcares y
en la variacion del pH, la conductividad eléctrica y el factor de color usando etanol como
disolvente de extraccion y conservando las relaciones de masa alperujo-disolvente como en los

ensayos anteriormente realizados (1:4, 1:6, 1:8, 1:10).
5.3. Efecto de la temperatura en la extraccion con etanol

En este apartado se presentan los resultados obtenidos de la variacion del pH,
conductividad eléctrica, color y rendimiento de extraccion de azucares y compuestos
polifendlicos del alperujo a diferentes temperaturas (20°C, 30°C y 40°C) empleando como
disolvente el etanol al 96%, ya que presento mejor rendimiento de extraccion de los

compuestos de interés en comparacion con el agua.

5.3.1. Determinacion de pH

En la figura 27 se evidencia la variacién del pH de los extractos obtenidos en los ensayos

realizados a las diferentes temperaturas (20°C, 30°C y 40°C), tiempo de contacto de
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extraccion (5 min, 60 min y 120 min), relaciones de masa alperujo-disolvente a emplear (1:4,

1:6, 1:8, 1:10) empleando como disolvente de extraccion etanol al 96%.

Los resultados empleados para la realizacion del grafico se presentan en el Anexo B.
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pH
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Figura 27. Variacion del pH del extracto obtenido a diferentes temperaturas, relaciones
alperujo-etanol y tiempos de extraccion

Como se aprecia en la figura 27, el parametro de pH incrementa conforme aumenta la
relacién de masa de alperujo-disolvente (1:4, 1:6, 1:8, 1:10), alcanzando valores de 6.4 con
una relacion de 1:10 y un tiempo de extraccion de 5 minutos, ya que el volumen empleado de
disolvente se encontraba en exceso en comparacion a la masa de alperujo, prevaleciendo el pH

del etanol acorde incrementaba la relacion.

Por otra parte, se evidencia una disminucién del pH entre los extractos obtenidos a 5 y 60
minutos, siendo mas notorio en las relaciones 1:4 y 1:6 observandose un cambio de 5.75 a
5.33 y de 6 a 5.89, respectivamente. Estos cambios se presentaron porque la mezcla a los 5
minutos de contacto con agitacién entre el disolvente y el alperujo no era homogénea, por lo

que gran parte de la muestra tomada correspondia al disolvente, etanol.
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De acuerdo a lo mencionado en el apartado 5.2.1, se sugiere en proximas investigaciones
realizar ensayos de extraccion modificando el pH a una region &cida empleando disolventes de

caracter acido que permitan optimizar el proceso de extraccion.

5.3.2. Determinacién de conductividad eléctrica

En la figura 28 se observa el comportamiento del pardmetro de conductividad eléctrica de
los diferentes extractos obtenidos en los ensayos realizados a las diferentes temperaturas
(20°C, 30°C y 40°C), tiempo de contacto de extraccion (5min, 60min y120min) y relaciones

de masa alperujo-disolvente (1:4, 1:6, 1:8, 1:10) al utilizar como disolvente etanol.

Los resultados empleados para la realizacion del gréafico se presentan en el Anexo B.
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Figura 28. Variacion de la conductividad eléctrica del extracto obtenido a diferentes
temperaturas, relaciones alperujo-etanol y tiempos de extraccién

Como se puede apreciar, la conductividad eléctrica disminuye rapidamente a medida que
aumenta el volumen de etanol y se minimiza la masa de alperujo a utilizar, es decir se
incrementa la relacion alperujo-etanol, lo cual se debe principalmente a que al entrar en
contacto el etanol con el alperujo, diluye y reduce la concentracion de iones como Na*, K,
PE3, entre otros elementos de la materia organica del alperujo (Aranda, 2006), que

contribuyen a la salinidad del extracto que se ve reflejada indirectamente al medir el parametro
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de conductividad eléctrica, siendo més evidente cuando se emplean grandes volumenes de
disolvente y poca cantidad de masa del alperujo, como es el caso del cambio del parametro de
C.E de la muestra original, al entrar en contacto con el etanol en una relacién 1:4, el cual
disminuye de 15.5 mS/cm a 5.30 mS/cm.

El efecto de la temperatura en los ensayos realizados, utilizando etanol como disolvente
extractante en diferentes proporciones con la muestra de alperujo, no evidencio cambios en el

parametro de conductividad eléctrica como se aprecia en la figura 28.
5.3.3. Determinacion de color

El comportamiento del factor de color en los extractos obtenidos en los ensayos realizados
a las diferentes temperaturas (20°C, 30°C y 40°C), tiempo de contacto de extraccion (5 min,
60 min y 120 min), relaciones de masa alperujo-disolvente a emplear (1:4, 1:6, 1.8, 1:10)
utilizando como disolvente etanol al 96%, se muestran en la figura 29. Los resultados
empleados para la realizacion del gréfico se presentan en el Anexo B.
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Figura 29. Variacion del factor de color en la extraccion a diferentes temperaturas, relaciones
alperujo-etanol y tiempos de extraccion

Como se aprecia en la figura 29, el factor de color en los extractos obtenidos present6 un
cambio entre las relaciones de alperujo-disolvente en estudio. El factor de color en la relacién

1:4 fue el mayor de la experimentacion y conforme se aumentaba la relacion alperujo-
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disolvente disminuia el factor, ya que, como se mencionaba anteriormente, el etanol diluye la
concentracion de los compuestos que dan el color al extracto. Por ende, entre mayor sea el

volumen del disolvente a emplear menor sera el factor de color.

Por otra parte, cabe resaltar que la temperatura tiene efecto en el parametro del color, ya
que se evidencia que con el aumento de la temperatura en la relacion 1:4, se incrementa el
factor, lo cual se debe a que la materia organica del alperujo se oxida con el aumento de la
temperatura propinando un color pardo-marron oscuro que, al ser detectable por el
espectrofotometro, registra un valor més alto de absorbancia. De igual manera, el incremento
del factor de color con el aumento de la temperatura pudo deberse a que la temperatura
favorece la extraccién de compuestos que dan el color al extracto. Para el caso de las
relaciones 1:6, 1:8 y 1:10 se evidencia que, a una temperatura de 30°C, se presenta una mayor
coloracion por parte del extracto, debido a la degradacion y oxidacién de los compuestos
fendlicos en quinonas que confieren a la mezcla alperujo-disolvente un color pardo,

aumentando la absorbancia en el momento de la lectura con el espectrofotometro UV-VIS.

El tiempo de extraccion también es un pardametro que influye en el factor de color como se
observa en la figura 29, ya que a medida que transcurre el tiempo de contacto entre el alperujo
y el disolvente con una agitacion se contribuye a la extraccion de compuestos que dan el color
al extracto y de igual manera se favorece la oxidacion y degradacion de la materia organica del
alperujo, favoreciendo a la aparicion de un color oscuro marrén que en el momento de
cuantificarse con el espectrofotometro UV-VIS, la absorbancia a la longitud de onda
establecida sera mayor, viéndose reflejado en el factor de color.

5.3.4. Determinacion de azUcares

El rendimiento de extraccion de azUcares totales solubles del alperujo con etanol para los
ensayos realizados se presenta en la figura 30. Los ensayos se realizaron modificando el
parametro de temperatura (20°C, 30°C y 40°C), tiempo de contacto de extraccion (5 min, 60

miny 120 min) y relacion de masa alperujo-disolvente a emplear (1:4, 1:6, 1:8, 1:10).

Los resultados empleados para la realizacion del grafico se presentan en el Anexo B.
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Figura 30. Rendimiento de extraccién de azucares del alperujo a diferentes temperaturas,
relaciones alperujo-etanol y tiempos de extraccién

Como se aprecia en la figura 30, el rendimiento de extraccion de azUcares es bajo, casi
nulo en las diferentes relaciones de alperujo-disolvente experimentadas (1:4, 1:6, 1:8, 1:10) a
las temperaturas de 20 y 30°C. Sin embargo, se puede observar que el aumento de la
temperatura en el proceso de extraccion solido-liquido favorece la extraccion de azlcares
totales, alcanzandose a una temperatura de 40°C rendimientos de 36,2 mg D-Glucosa/g
alperujo seco con un tiempo de extraccion de 60 minutos y relacion 1:6 alperujo-disolvente, lo
cual se debe a que la temperatura produce la alteracion fisica de las fibras lignocelul6sicas,
ocasionando separacion y ruptura de las mismas permitiendo la liberacion de mondémeros por

despolimerizacién (Leon, C et al 2011).

Por otra parte, se observa que el rendimiento de extraccion al emplear una relacion 1:4 es
mayor al estar en contacto el alperujo con el disolvente en agitacion a 300 rpm durante 120
minutos, ya que la cantidad de masa de alperujo utilizada se encuentra en mayor proporcion al
volumen disolvente usado para llevar a cabo la extraccion en comparacion con las otras
relaciones experimentadas, por eso se requiere mayor tiempo para llevar a cabo un mayor
rendimiento de extraccién por parte del etanol. En el caso de las relaciones 1:6, 1:8 y 1:10 se

evidencia que el rendimiento maximo de extraccion se obtiene con un tiempo de contacto
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alperujo-disolvente de 60 minutos, y posterior a este tiempo el rendimiento disminuye

ligeramente.

5.3.5. Influencia de la temperatura en la extraccion de compuestos fendlicos.

El rendimiento de extraccion de los compuestos fenolicos del alperujo con etanol a
diferentes temperaturas se muestra en la figura 31. Los resultados presentados corresponden a
ensayos realizados modificando la relacion alperujo-etanol (1:4, 1:6, 1:8, 1:10), la temperatura
de experimentacion (20°C, 30°C, 40°C) y el tiempo de contacto de extraccion (5 min, 15 min,
30 min, 60 min, 120 min).

Los resultados empleados para la realizacion del gréafico se presentan en el Anexo B.
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Figura 31. Rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos del alperujo a diferentes
temperaturas, relaciones alperujo-etanol y tiempos de extraccién

El rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos del alperujo con etanol al 96% a los
diversos ensayos realizados demuestra que al emplear una relacion masa alperujo- disolvente
(1:6) se obtiene la mayor extraccion de C.F (23 mg tirosol/g alperujo seco con un tiempo de
contacto de 120 minutos y una temperatura constante de experimentacion de 40°C), resultados

similares a los obtenidos por Giralda, 2017, en cuya investigacion se logra extraer con una
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mezcla etanol-agua (50:50 %V/V) durante un tiempo de 30 minutos y una temperatura de

70°C 28 mg GAE/qg alperujo con una relacion alperujo-disolvente 1:5 (Giralda, 2017).

Se puede observar también que el aumento de la temperatura favorece la extraccion de los
compuestos fendlicos del alperujo, ya que, como mencionan otros autores en investigaciones
anteriores, el incremento de la temperatura favorece la divisién y rompimiento de la pared
celular de la muestra en estudio por las vibraciones moleculares que se generan por la energia
térmica aplicada, permitiendo a su vez la ruptura de fuerzas intermoleculares y de algunos
enlaces. Ademas, el aumento de la temperatura puede contribuir a la activacion de enzimas
que actien en la descomposicion de compuestos complejos que crean enlaces por puentes de
hidrogeno con los compuestos fendlicos, permitiendo la extraccion de estos (Mufioz, William,
et al, 2015).

Por otra, se observa en la figura 31 que el aumento del tiempo de contacto entre el
alperujo y el etanol favorece la extraccién de compuestos fendlicos en el caso de emplear
relaciones en proporcion 1:4 y 1:6 de masa alperujo y etanol, respectivamente. Para relaciones
superiores 1:8 y 1:10, el mayor rendimiento de extraccién se obtiene a los 15 minutos de
contacto. Posterior a este el rendimiento disminuye, aunque ligeramente y la disminucién entra

dentro del error experimental observado.

El mayor rendimiento de extraccion a 20°C se obtiene con un tiempo de extraccion de 120
min empleando una relacién de alperujo/disolvente de 1:4 (5.36mg tirosol/g alperujo seco).
Sin embargo, se pueden obtener resultados similares con una relacién de 1:6 y tiempo de
contacto de extraccion de 30 minutos (5.08 mg tirosol/ g alperujo) con el fin de disminuir los

costos operacionales y el tiempo de extraccion, como se mencionaba en el apartado 5.2.5.

El mayor rendimiento de extraccion a 30°C se consigue al emplear una relacion
alperujo/disolvente 1:6 y un tiempo de extraccién de 15 minutos (3.53mg tirosol/g alperujo
seco), ya que después de este tiempo los compuestos fenolicos comienzan su degradacion y
oxidacion. Se logra obtener resultados similares empleando una relacion 1:4 con un tiempo de
120 minutos (3.72 mg tirosol/g alperujo); sin embargo, el incremento del tiempo de contacto
entre el alperujo y el disolvente incrementa los costos operaciones. Por ende, se sugiere

realizar un analisis de costos para observar la rentabilidad de la extraccion y determinar si es

67



mas rentable aumentar el tiempo de operacion y disminuir el volumen del disolvente, o por el

contrario, disminuir el tiempo de extraccion y aumentar el volumen de disolvente.

Por otra parte, en el caso de la relacién 1:8 y 1:10, se consiguen rendimientos de
extraccion muy bajos, ya que como, se mencionaba en el apartado 5.2.5, dependiendo de la
naturaleza del compuesto extraible, el grado de polimerizacién y relacion con la polaridad del
disolvente utilizado se pueden obtener mayores o menores rendimientos al incrementar o
disminuir la relacion de masa de alperujo/ disolvente. Por tal motivo, para esta
experimentacion el rendimiento de extraccién ha sido Optimo al utilizarse relaciones

relativamente bajas (1:4, 1:6).

Se evidencia notoriamente que el mayor rendimiento de extraccion se obtiene al emplear
una relacién 1:6 con una temperatura constante de 40°C+ 2°C y un tiempo de contacto de 120
minutos (22.28 mg tirosol/g alperujo seco), donde se observa gue la difusion desde el alperujo
al seno de la mezcla se ve favorecida por el tiempo, por ende, entre mayor tiempo transcurra,
mayor penetracion en el tejido se obtendréd y consecuentemente mayor cantidad de compuestos
fenolicos. Sin embargo, desde un tiempo de 60 minutos se distingue que el rendimiento de
extraccion se vuelve constante con un rendimiento aproximado de 22mg tirosol/g alperujo
seco. En el caso de la relacion 1:4, 1:8 y 1:10 se obtienen rendimientos inferiores a 10 mg

tirosol/g alperujo seco.

5.4. Seleccion de extraccion y condiciones de operacion

Como el objetivo de este Trabajo de Fin de Master (TFM) es la extraccién de compuestos
fendlicos. A partir de los diferentes ensayos realizados a lo largo de la experimentacion, se
observo que el mayor rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos (23 mg tirosol/g
alperujo seco) se obtiene al emplear como disolvente extractante etanol con una relacion 1:6
de alperujo-disolvente, es decir 1350,62g de alperujo y 1456,75mL de etanol; un tiempo de
contacto de extraccion de 120 minutos, una temperatura de 40°C y una agitacion constante de

la mezcla de 400rpm.
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6. CONCLUSIONES

A partir de los resultados experimentales obtenidos en el presente Trabajo Fin de Master

se pueden llegar a las siguientes conclusiones:

e EIl parametro de pH incrementa conforme aumenta la relacion de masa de alperujo-
disolvente (1:4, 1:6, 1:8, 1:10) al emplearse como disolvente etanol, variando el pH de
5.30 a 6.40 de una relacion 1:4 a 1:10, respectivamente. En el caso de emplearse agua
destilada como disolvente de extraccion no se obtienen cambios significativos del
pardmetro pH con respecto a la muestra original al aumentar la relacion masa-
disolvente.

e La conductividad eléctrica de la muestra (15.8mS/cm) disminuye a medida que se
aumenta la relacion de masa de alperujo disolvente alcanzéndose valores de 4.94
mS/cm y 0.46 mS/cm al utilizarse como disolvente de extraccion agua y etanol,
respectivamente.

e El factor de color aumenta conforme incrementa el volumen de disolvente extractante
y el tiempo de extracciodn, en el caso de utilizar como disolvente de extraccion agua.
En caso de emplear etanol, disminuye a medida que se incrementa la relacion alperujo-
disolvente, pero se ve favorecido con el aumento de temperatura y tiempo de contacto
de extraccion.

e La extraccion de azucares totales se produjo Unicamente con etanol a partir de una
temperatura de 40°C, alcanzandose rendimientos de 36,2 mg AzUcar/g alperujo seco
con un tiempo de extraccion de 60 minutos y relacion 1:6 alperujo-disolvente. A
temperaturas de experimentacion inferiores no se logra la extraccion del analito o el
rendimiento es muy bajo, casi nulo.

e Al emplearse como disolvente de extraccion etanol a una temperatura de 20°C se
obtienen mayores rendimientos de extraccion de compuestos fenolicos del alperujo en
comparacion con el agua debido a la afinidad que pueden tener los compuestos
fendlicos con dicho disolvente.

e Al emplearse relaciones de masa alperujo-disolvente 1:4 y 1:6 se obtienen mayores

rendimientos de extraccion de compuestos fendlicos, en comparacion con los
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resultados obtenidos para las relaciones 1:8 y 1:10, utilizando como disolvente tanto
agua como etanol.

El tiempo de extraccion es un parametro que afecta el rendimiento de extraccion de los
compuestos fendlicos del alperujo, ya que dependiendo de la temperatura de
experimentacion y de la relacion de masa de alperujo-disolvente puede favorecer o
perjudicar la extraccion del compuesto de interés. En el caso de relaciones 1:4 se
favorece la extraccion, pero al emplearse relaciones 1:6, 1:8 y 1:10 al aplicarse
temperaturas elevadas se pueden oxidar y degradar los polifenoles con el transcurso del
tiempo.

El incremento de la temperatura favorece significativamente el rendimiento de
extraccion de compuestos fendlicos al utilizarse relaciones de masa de alperujo:
disolvente 1:4, 1:6, 1:8 y 1:10; y etanol al 96% como disolvente extractor.

El proceso de extraccion sélido — liquido permitio obtener rendimientos de extraccion
de 22,28 mg tirosol/g alperujo seco empleando como disolvente etanol en relacién 1:6
con un tiempo de extraccion de 120 minutos y una temperatura constante de
experimentacion de 40°C+ 2°C. No obstante, en estas condiciones también se favorece

la extraccion de otros compuestos como azucares.
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7. LINEAS DE INVESTIGACION FUTURAS

A la vista de los resultados obtenidos en el presente Trabajo Final de Méster y de los
comentarios que se han ido realizando a lo largo de la discusion de dichos resultados, se
sugieren las siguientes lineas de investigacién como continuacion de este trabajo:

e Realizar ensayos de extraccion modificando el pH a una region acida o bien
empleando disolventes de caracter acido para optimizar el proceso de extraccion.

e Observar el rendimiento de extraccion al emplear mezclas de agua-etanol en
diversas proporciones u otros disolventes organicos.

¢ Incrementar la temperatura para observar si existe una mejora en el rendimiento de
azucares extraidos del alperujo seco al emplear etanol como disolvente
extractante, comprobando a su vez si dicho incremento de temperatura produce

algun tipo de degradacion de los compuestos fenolicos.
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9. ANEXOS

ANEXO A. Efecto del tipo de disolvente en la extraccion a 20°C

Los datos de los resultados empleados para la realizacion de los gréficos del apartado 5.2.

se presentan a continuacion.

A.1. Tabla determinacién de pH a 20°C

Relacion 1:4 1:6 1:8 1:10
Temperatura
(°C)ftiempo(min) Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol
5 min 515 | 575 | 504 6 5,07 6,16 5,08 6,37
60 min 513 | 533 | 510 5,89 5,04 6,19 5,07 6,39
120 min 513 | 541 | 5,10 5,94 5,05 6,2 5,04 6,38
A.2. Tabla determinacidn de conductividad eléctrica (C.E.) a 20°C
Relacion 1:4 1:6 1:8 1:10
Temperatura
(°C)/tiempo(min) Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol
5min 10,39 | 2,24 | 7,24 1,06 6,35 0,86 494 | 0,53
60 min 12,31 | 542 | 8,46 1,39 6,67 0,89 522 | 0,55
120 min 12,11 | 5,38 | 8,47 1,48 6,58 0,87 522 | 0,55
*Los resultados consignados en la tabla A.2. se expresan en unidades de mS-cm™
A.3. Tabla determinacion de color a 20°C
Relacion 1:4 1:6 1:8 1:10
Temperatura
(°C)hiempo(min) Agua | Etanol |Agua| Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol
5min 9,63 3,54 | 6,05 2,91 5,28 2,74 3,62 1,91
60 min 9,16 3,48 | 6,88 3,86 5,95 2,55 5,32 1,85
120 min 8,47 4,24 | 6,76 4,07 6,78 2,89 9,09 2,63

*Los resultados consignados en la tabla A.3. se expresan en unidades de m*
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A.4. Determinacion de azUcares a 20°C

Relacion 1:4 1:6 1:8 1:10
Temperatura
(°C)/tiempo(min) Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol
5min -2,15 | -185 | -4,37 | -0,65 | -7,30 011 | -791 | -0,66
60 min -0,29 | 1,77 -3,05 158 | -585 | -044 | -797 | 0,95
120 min 0,20 | 2,37 -1,49 155 | -768 | -09 | -7,67 | 0,09

*Los resultados consignados en la tabla A.4. se expresan en unidades

Alperujo

de mg Azlcar/g

A.5. Influencia del disolvente en la extraccién de compuestos fendlicos (C.F.) a 20°C

Relacion 1:4 1:6 1:8 1:10
(og;rtri]gﬁ]?gzﬁn) Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua | Etanol | Agua |Etanol
5min -0,46 1,16 186 | 2,67 0,04 3,51 0,87 | 3,01
15 min 1,03 3,20 251 | 3,67 0,72 3,96 1,38 | 3,03
30 min 1,61 3,58 2,82 | 5,09 0,88 3,30 1,86 | 3,02
60 min 1,58 5,25 3,02 | 449 0,76 3,14 1,07 | 3,78
120 min 2,49 5,37 3,47 | 3,67 0,66 2,40 0,78 | 2,52

*Los resultados consignados en la tabla A.5. se expresan en unidades de mg Tirosol/ g

Alperujo
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ANEXO B. Efecto de la temperatura en la extraccion con etanol

Los datos de los resultados empleados para la realizacion de los gréaficos del apartado 5.3. se presentan a continuacion.

B.1. Tabla determinacion de pH a diferentes temperaturas (20°C, 30°C, 40°C)

Relacién 1:4 1::6 1::8 1::10
_Temperatura | onoc | 300c | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C
(°C)/tiempo(min)
5 min 5,75 5,91 5,78 6 6,18 6,2 6,16 6,24 6,2 6,37 6,32 6,39
60 min 5,33 5,56 5,49 5,89 6,09 5,98 6,19 6,18 6,15 6,39 6,29 6,31
120 min 5,41 5,52 5,38 5,94 6,05 5,95 6,2 6,15 6,14 6,38 6,29 6,33
Original 4,95 5,08 4,92 4,97 5,08 494 5,09 5,04 4,94 5,15 5,07 5,13
B.2. Tabla determinacion de conductividad eléctrica (C.E.) a diferentes temperaturas (20°C, 30°C, 40°C)
Relacién 1:4 1::6 1::8 1::10
_Temperatura | snon | a50c | 40°c | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C
(°C)/tiempo(min)
5 min 2,24 2,58 2,39 1,06 1,30 0,71 0,87 0,82 0,73 0,53 0,54 0,46
60 min 5,42 5,47 4,71 1,39 1,75 1,86 0,89 0,84 0,79 0,55 0,54 0,52
120 min 5,38 5,64 5,02 1,48 1,75 1,88 0,88 0,84 0,80 0,55 0,55 0,54
Original 15,32 15,74 15,73 14,33 15,74 15,26 15,80 15,96 15,51 16,40 | 15,80 16,50

*Los resultados consignados en la tabla B.2. se expresan en unidades de mS-cm™
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B.3. Tabla determinacion de color a diferentes temperaturas (20°C, 30°C, 40°C)

Relacion 1::4 1::6 1::8 1::10
emperalra | a0 | 300c | 40°c | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C
(°C)/tiempo(min)
5min 3,54 4,75 5,45 2,91 4,32 2,30 2,74 3,41 2,12 1,91 1,89 1,37
60 min 3,48 6,18 7,27 3,86 6,54 4,59 2,55 3,30 2,41 1,85 1,77 1,77
120 min 4,24 6,83 9,39 4,07 6,50 4,76 2,89 3,00 2,66 2,63 1,94 1,75
Original 5,69 10,47 9,77 8,29 10,47 8,95 6,61 9,27 8,90 | 13,17 | 13,59 | 12,34
*Los resultados consignados en la tabla B.3. se expresan en unidades de m-
B.4. Determinacion de azucares a diferentes temperaturas (20°C, 30°C, 40°C)
Relacion 1::4 1::6 1::8 1::10
emperalra | og0c | 390c | 40°c | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C
(°C)/tiempo(min)
5 min -1,85 | -3,20 -2,64 -0,65 0,45 10,72 0,11 1,27 28,23 | -0,66 | -0,20 | 11,65
60 min 1,77 | 0,46 9,52 1,58 1,46 36,29 -0,44 | 0,95 30,08 0,95 | -0,72 | 18,67
120 min 2,37 | 2,80 12,83 1,55 1,73 33,14 -0,96 | 0,98 24,23 0,09 | -0,20 | 12,14

*Los resultados consignados en la tabla B.4. se expresan en unidades de mg Azucar/ g Alperujo
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B.5. Influencia del disolvente en la extraccion de compuestos fendlicos (C.F.) a diferentes temperaturas (20°C, 30°C, 40°C)

Relacién 1::4 1::6 1::8 1::10
_Temperatura | oo | snec | 40oc | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C | 20°C | 30°C | 40°C
(°C)/tiempo(min)
5 min 116 | 041 | 1,31 | 2,67 | 117 | 6,02 | 351 | 1,95 | 7,13 301 | -101 | 285
15 min 320 | 183 | 420 | 367 | 353 | 1561 | 396 | 1,77 | 1003 | 303 | -055 | 367
30 min 358 | 313 | 534 | 509 | 3,79 | 19,83 | 330 | 1,79 | 814 302 | -026 | 3,70
60 min 525 | 348 | 599 | 449 | 3,30 | 21,83 | 314 | 1,57 | 850 378 | -024 | 475
120 min 537 | 372 | 6,33 | 3,67 | 314 | 2228 | 2,40 | 1,44 | 8,03 252 | 063 | 457
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