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CARACTERIZACION COMPOSICIONAL Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
RESIDUO OBTENIDO EN LA ELABORACION DE LA HORCHATA

RESUMEN

En los Gltimos afios se ha observado un aumento en la bdsqueda de la reutilizacion de residuos
alimentarios obtenidos en procesos agroindustriales como fuente de compuestos bioactivos. La
pasta residual obtenida tras la extraccion de la horchata de chufa supone la generacion de un
importante volumen de un residuo industrial sin valor econémico y que ademas es susceptible de
una rapida fermentacion. La presencia de polifenoles y su alto contenido en fibra y otro material
lignocelulésico, podrian ser interesantes para lograr revalorizar este subproducto empleandolo en
el desarrollo de materiales de envasado biodegradables activos. En el presente trabajo se muestra
un anélisis de la composicidn proximal, capacidad antioxidante y contenido en fenoles totales del
residuo obtenido en la elaboracion de horchata a partir de chufa. Por otra parte, se ha obtenido un
film biodegradable a base de almidon y residuo de horchata y se ha evaluado sus propiedades
antioxidantes y contenido en fenoles. Los resultados obtenidos mostraron que la molienda del
residuo dio lugar a distribuciones de particula bimodales con menor tamafio que el residuo
original sin gue se viera afectado su color. El analisis composicional mostr6 que el componente
mayoritario del residuo es la fibra (61%), seguido de la grasa (13%), proteina (9%) y almidén
(15%), componentes interesantes para su incorporacion a material de envasado. Ademas, presento
una proporcién considerable de compuestos fendlicos (49 mg GAE/100 g residuo) que le
confieren capacidad antioxidante. Dicha actividad antioxidante fue de 552 mg residuo/mg DPPH

expresada en términos de ECsg.

El film de almidén con residuo de horchata present6 una capacidad antioxidante
significativamente mayor que el residuo, como consecuencia de la presencia del residuo y de

compuestos de Maillard producidos durante la elaboracion del film.
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CARACTERITZACIO COMPOSICIONAL | ACTIVITAT ANTIOXIDANT DEL
RESIDU OBTINGUT EN L'ELABORACIO DE L'ORXATA

RESUM

En els ultims anys s'ha observat un augment en la cerca de la reutilitzacié de residus alimentaris
obtinguts en processos agroindustrials com a font de compostos bioactius. La pasta residual
obtinguda després de I'extracci6 de I'orxata de xufa suposa la generacié d'un important volum d'un
residu industrial sense valor economic i que a més és susceptible d'una rapida fermentacio. La
preséncia de polifenols i el seu alt contingut en fibra i un altre material lignocelulosic, podrien ser
interessants per a aconseguir revaloritzar aquest subproducte emprant-lo en el desenvolupament
de materials d'envasament biodegradables actius. En el present treball es mostra una analisi de la
composicié proximal, capacitat antioxidant i contingut en fenols totals del residu obtingut en
I'elaboracio d'orxata a partir de xufa. D'altra banda, s'ha obtingut un film biodegradable a base de
mido i residu d'orxata i s'han avaluat les seues propietats antioxidants i contingut en fenols. Els
resultats obtinguts van mostrar que la molta del residu va donar lloc a distribucions de particula
bimodals amb menor grandaria que el residu original sense que es vera afectat el seu color.
L'analisi composicional va mostrar que el component majoritari del residu és la fibra (61%), seguit
del greix (13%), proteina (9%) i mid6 (15%), components interessants per a la seua incorporaci
a material d'envasament. A més, va presentar una proporcié considerable de compostos fendlics
(49 mg GAE/100 g residu) que li confereixen capacitat antioxidant. Aquesta activitat antioxidant

va ser de 552 mg residu/mg DPPH expressada en termes d'EC50.

El film de midé amb residu d'orxata va presentar una capacitat antioxidant significativament
major que el residu, a conseqiiencia de la presencia del residu i de compostos de Maillard produits

durant I'elaboraci6 del film.
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COMPOSITIONAL CHARACTERIZATION AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE
RESIDUE OBTAINED FROM TIGER NUT MILK “HORCHATA” PRODUCTION

ABSTRACT

In recent years it has been an increase on the search for the reuse of food waste from agro-
industrial processes as a source of bioactive compounds. The residual paste obtained after the
extraction of the tigernut milk (“horchata”) implies the generation of an important volume of
industrial waste with no economic value and which is also susceptible to rapid fermentation. The
presence of polyphenols and its high content in fibre and other lignocellulosic material could be
of interest to revalue this by-product by using it in the development of active biodegradable
packaging materials. The present work shows an analysis of the proximate composition,
antioxidant capacity and total phenol content of the residue obtained in the production of horchata
from tiger nut. On the other hand, a biodegradable film based on starch and horchata residue has
been obtained and its antioxidant activity and total phenol content have been evaluated. The
obtained results showed that milling the residue gave rise to bimodal particle distributions with
smaller size than the original residue without affecting its colour. The compositional analysis
showed that the major component of the residue is fibre (61%), followed by fat (13%), protein
(9%) and starch (15%), interesting components for incorporation into packaging material. In
addition, it had a considerable proportion of phenolic compounds (49 mg GAE/100 g residue)
that confer antioxidant capacity. The antioxidant activity was 552 mg residue/mg DPPH

expressed in terms of EC..

The starch film with horchata residue showed a significantly higher antioxidant capacity than the
residue because of the presence of the residue and of Maillard compounds produced during the

film processing.

Keywords: horchata by-product, tiger nut, antioxidant, film, ECso, phenols.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- EL CULTIVO DE LA CHUFA EN ESPANA

La chufa, Cyperus esculentus L. es una planta cultivada, aunque puede encontrarse en
estado natural y como mala hierba (Pascual et al., 1997). La cultivada pertenece al orden
Cyperaceae, subfamilia Escirpoidea, género Cyperus, especie esculentus, variedad botanica
sativus, la cual se encuentra generalmente en zonas tropicales en terrenos himedos, de drenaje

pobre y en turberas.

El cultivo de la chufa se remonta a épocas lejanas, siendo un alimento ya empleado por
los egipcios y expandiéndose al Norte de Africa, peninsula Ibérica y Sicilia. Llega a la Comunidad
Valenciana en el siglo XlII, consumiéndose ya una bebida antecedente a la actual horchata
(Pascual Espafia, 2002).

La chufa consiste en una planta vivaz de hojas en roseta, paralelinervias, opuestas,
envolventes, de 40-50 centimetros de longitud, asperas al tacto y de color verde oscuro, brillante
en el haz y mate en el envés como podemos observar en la figura 1. El tallo presenta seccion
triangular, macizo, liso y sin nudos. En cuanto a las flores, éstas son aclamideas, pequefias muy
rudimentarias, agrupandose en espigas de color dorado rojizo. Los tubérculos (chufas) tienen
forma redondeada con anillos transversales, de color marrén y con una pulpa de color amarillo si
estd seco y blanco lechoso en maceracién. Estos tubérculos se originan en los extremos de las

raicillas que surgen del sistema radicular.

Figura 1. Planta de chufa (Cyperus esculentus). Fuente: Pinterest (fecha consulta 2017)



Tras recolectar la chufa (meses de noviembre a enero) se procede a lavarla, lo cual
implica eliminar las raices, limpiar la piel y apartar los tubérculos dafiados. Esta operacion se
realiza en unos bombos donde se eliminan los pelos de la chufa, que se va mojando en duchas
para, posteriormente, pasar por unas canaletas que iran separando grava y chufas. El secado es la
siguiente operacién cuyo objetivo es reducir la humedad de los tubérculos de un 50% a un 11%.
Este proceso, cuya duracion es de 3 meses, se realiza cuidadosa y lentamente, disminuyendo la
frecuencia de los removidos que se realizan diariamente conforme van perdiendo humedad. Por
Gltimo, se realiza la limpieza y clasificacion, donde se separa la chufa de sus impurezas, de chufas
dafadas o de las que posean un tamafio pequefio. Ademas, se finaliza con una seleccion manual
complementaria y seguidamente, las chufas se ponen en sacos. De esta manera, estan listas para

elaborar la horchata.

En cuanto a la produccion de chufa en Espafia, ésta se dirige mayoritariamente a la
produccion y elaboracién de horchata. Las zonas de produccion de chufa se sitian en Tarragona,
Huesca, Cadiz y Huelva, pero la zona méas popular y de mayor importancia por la produccion de
chufa en Espafia es Valencia, por su calidad ya que sus tierras poseen las caracteristicas y las
condiciones climéticas idéneas para su cultivo. La zona de produccion de las chufas amparadas
por la Denominacion de Origen Chufa de Valencia, con una extension aproximada de 420 Ha,
esta comprendida en 21 términos municipales de la zona de 1’Horta Nord (CRDO, 2020). En el
afio 2019, la produccién de chufa seca con DO fue de 3.278 toneladas, que representa
aproximadamente el 90% de la produccion total. La chufa se cultiva también en algunas zonas de
Africa (norte de Nigeria, Niger, Mali, Senegal, Ghana y Togo), asi como en Asia y América.

Actualmente Africa es uno de los principales exportadores mundiales.

1.2.- LA HORCHATA DE CHUFA: PROCESO DE ELABORACION Y
COMERCIALIZACION

La industria horchatera en Espafia tiene una considerable importancia, con una
produccién anual de entre 40 y 50 millones de litros, lo que supone un valor de mercado de
alrededor de 60 millones de euros (CRDO, 2012). Se trata de un producto gue se ha revalorizado
en los dltimos afios en la industria alimentaria, por lo que hoy en dia y gracias a diversos
tratamientos para alargar su corta vida Util (esterilizacion, pasteurizacion, concentracion), se
exporta a nivel mundial (CRDO, 2014). Es una bebida que se ha extendido en Europa, en

Latinoamérica (Sanchez-Zapata et al., 2012) y en Estados Unidos (Mosquera et al., 1996).



El Codigo Alimentario Espafiol considera la horchata de chufa como una bebida
refrescante, no alcohodlica. Este codigo menciona que se emplean tubérculos o semillas
disgregadas para su emulsion, siendo un 10% de chufa y un 10% de azlcares totales como
minimo. No obstante, la horchata también cuenta con agua como componente mayoritario, asi
como proteinas con una digestibilidad alta debido a su gran calidad y a los aminoacidos presentes
en la chufa, hidratos de carbono aportando un 62,5% de energia con una relacion
almiddn/sacarosa de la chufa de manera invertida debido a la adicion de azucar y a la baja
solubilidad del almid6n en agua, grasas contribuyendo a un 35% de la energia y con un buen perfil
de acidos grasos, minerales destacando el calcio, fosforo y magnesio y vitaminas destacando la

tiamina B1, niacina y &cido félico. (Tabla 1).

Tabla 1. Valor energético (kcal/100g) y composicion centesimal de la horchata, segln distintas
fuentes (Periche, 2007)

Autor Enesgia []ulm.[n:t. de carhono (irasa Fibra Proteinas Cemzas
{kcal) Almidin/sacarosa
Varo et . 5 S , 1,17-
=17 233 3
al_ 1998 D6 R 144-173 20.3 0&82-1.0 1 41m.s
CESMID, - - -
S0 07 17 2.7 0,1 1,2
Consejo 3,13 12,44 3199 0,08 0,96 022
Repulador,
2002 1.2-48 103-155 | 24-59 | 0.03-014 0,5-13 017027

El Consejo Regulador de la Denominacion de Origen de Chufa de Valencia distingue
entre varios tipos de horchata. Por un lado, y segin el RD 1338/1388 (y sus modificaciones)
(Espafia, 1988), la horchata de chufa natural es la que se elabora con chufa, agua y azucar de
manera que el producto cuente con un 12% minimo de sélidos solubles (expresados como °Brix
a 20°C), y unos contenidos minimos de almidon y grasa del 1,9 y 2%, respectivamente. El licuado
bajo esta denominacion en ningln caso podra contener aditivos y/o coadyuvantes tecnolégicos,

aunque si podria elaborarse sin la adicién de azUcar.

También existe la horchata de chufa natural pasteurizada, la cual se somete a una
pasteurizacion a menos de 72°C, sin la adicion de aditivos ni coadyuvantes, mientras que la
horchata de chufa esterilizada (UHT) es aquella a la que se le suprime lo m&ximo de almidén y
después se somete a esterilizacion, destruyendo asi cualquier actividad microbiana. Por otro lado,
la horchata de chufa concentrada es la que se prepara con chufa, agua y azucar con el fin de
obtener un 42% de solidos, mientras que la horchata de chufa condensada puede ser pasteurizada
o congelada. Por ultimo, la horchata de chufa en polvo es aquella donde el almidén es
transformado total o parcialmente en granulos solidos a través de un secado.
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El proceso de elaboracion de horchata de chufa natural (figura 2) comienza en el momento
en que se reciben las materias primas en el establecimiento y se almacenan. A continuacion, se
procede a realizar el lavado de las chufas con el fin de separar los restos y las impurezas.
Seguidamente, se seleccionan las chufas, mayoritariamente por flotacion en soluciones de sal,
para separar los tubérculos que tengan defectos. Estas soluciones trabajan de modo gue, ante una
concentracion de sal de 15-17° Baumé, los tubérculos dafiados y no desarrollados flotaran por su
menor densidad, pudiendo asi identificarlos, eliminarlos y someter a los tubérculos seleccionados
a unas inmersiones en agua potable, de manera que estos absorberan el agua y su rugosidad
disminuira para poder desinfectarlos. Esta desinfeccion se realiza con una solucién de agua y
cloro activo agitando mecanicamente menos de 30 minutos con el fin de reducir la presencia de
microorganismos, por lo que es una operacion de gran importancia. Para poder eliminar los restos
de germicida se deberan realizar lavados sucesivos. Tras la desinfeccion se trituran los tubérculos
adicionando agua y controlando que no se apelmacen ni se quede producto dentro del molino
donde se trituran y una vez realizada esta operacion, se separa el liquido del residuo con ayuda de
prensas y se tamiza. Seguidamente se adiciona azUcar al liquido obtenido y se eliminan las
impurezas sélidas que hayan podido quedar y a continuacion se deja en enfriamiento sobre los
0°C. De esta manera se paraliza la aparicién de bacterias. Para conservarlo, se sitlan a
temperaturas de 2°C 0 menos.

Chufa
Azlicar — Recepcion materias primas |
Agua
¥
|Agua — Lavado de la chufa —» Aguaresidual |
¥
|Agualsal — Seleccion —*| Chufas defectuosas|
¥
|Agua — Rehidratacicn |
v
I Desinfeccidn |
¥
|Agua —» Enjuague —>» Aguaenjuague |
v
|Agua — Trituracion |
v
i Prensado |
i Tamizado |
|Azicar — Mezclado |
i Enfriamiento |

v

| Distribucién y transporte |

Venta |

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de horchata. Fuente: (Periche, 2007)



1.3.- REVALORARIZACION DEL SUBPRODUCTO DERIVADO DE LA
PRODUCCION DE HORCHATA.

La pasta residual obtenida tras la extraccion de la horchata representa aproximadamente
un 60% del peso de la materia original (Sanchez-Zapata et al., 2012), lo que supone la generacion
de un importante volumen de un residuo industrial sin valor econémico y que ademas es
susceptible de una réapida fermentacion, lo que da como resultado la retirada a vertedero. Esto
supone costes para el horchatero, y un perjuicio medioambiental. En 2007-2008, en la region de
Valencia se produjo una cantidad total de 4,2 toneladas de residuos (Roselld et al., 2018). Su
destino mas comun es la alimentacion animal o la utilizacibn como combustible orgéanico
(S&nchez-Zapata et al., 2009). Sin embargo, los subproductos de bebidas a partir de la chufa son
de gran interés ya que contienen un buen perfil dietético, pudiendo mejorar las propiedades
funcionales de otros productos (Sanchez-Zapata et al., 2009).

Del residuo solido se pueden obtener facilmente, por prensado y filtrado, dos
subproductos, uno sélido y uno liquido. El rendimiento medio tras la separacion de ambos
subproductos es de un 47,12% para el subproducto sélido y de un 52,88% para el subproducto
liquido (Sanchez-Zapata et al., 2012). Ambos han sido caracterizados quimicamente por Sanchez
et al. (2009). El subproducto sélido esta constituido principalmente por fibra dietética (59,71
0/100 g, siendo mayoritariamente insoluble con un 99,8%) y otro material lignocelulésico. La
fibra tiene una elevada capacidad de retencién de agua y de aceite, y sus propiedades
emulsionantes son muy buenas. Desde el punto de visto macroscopico, se han podido distinguir
dos tipos de tejido fibroso (Alava et al., 2018). En primer lugar, una fraccion lefiosa proveniente
del peridermo y la corteza del tubérculo, de mayor tamafo de particula (>800 pum), color marrén
y elevado contenido en lignina. Y en segundo lugar una fraccién mas blanquecina, de menor

tamafio de particula, con tejido parenquimatico interno del tubérculo (perimédula y médula).

La caracterizacion quimica de la harina obtenida a partir del residuo del proceso de
elaboracion de la horchata, una vez secado hasta un 14% de humedad, revelé un contenido en
fibra del 69%, junto con un 9% de grasay un 1,9% de proteina (Alava et al., 2018). El subproducto
liquido (con un contenido de sélidos del 5,56%) es rico en carbohidratos (67,44% en base seca),
y contiene ademas proteinas, lipidos y cenizas (16,9, 8,27 y 7,37% en base seca, respectivamente).
Los principales azucares presentes son la sacarosa (3,63%), fructosa (1,65%) y glucosa (1,40%),
mientras que el &cido organico predominante es el lactico (0,26%), seguido del citrico (0,14%) y
malico (0,09%). Por su parte, el contenido de fenoles totales en el subproducto liquido asciende
a 169,8 mg GAE/L (Sanchez-Zapata et al., 2012) o0 21,67 mg/100 mL (Badejo et al., 2014), lo
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que pone de manifiesto la presencia de compuestos fendlicos tras el proceso de obtencion del
licuado de chufa, a pesar de que se pueden producir pérdidas durante el lavado y la rehidratacion
de hasta el 48% (Roselld-Soto, 2019). En la figura 3 se muestran los compuestos de interés que

pueden obtenerse del residuo de la obtencion de la horchata.

COMPUESTOS RECUPERADOS
2 i
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SUBPRODUCTOS
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NUEVOS ALIMENTOS

Figura 3. Compuestos recuperados de los subproductos de horchata de chufa. Elaboracion
propia.

Recientemente, se ha estudiado la posibilidad de revaloracion del residuo de la
elaboracién de la horchata (figura 4) como fuente de fibra dietética en la formulacion de diferentes
productos en productos cérnicos tales como hamburguesas, productos crudo-curados y pastas
finas (Sanchez et al., 2013; Sanchez et al., 2010), pan (Aguilar et al., 2015; Verda et al., 2017) o
“chips” de cereales (Alava et al., 2018). En el caso de los productos carnicos, se consiguié ademas
reducir la oxidacion de lipidos gracias a los polifenoles presentes en el residuo (Sanchez et al.,
2012; Sanchez et al., 2013). También se ha estudiado la sustitucion de agua por el subproducto
liquido en la formulacion de hamburguesas de cerdo (Sanchez-Zapata et al., 2012) y en higado de
pollo cocido (Sanchez-Zapata et al., 2012b). En este Gltimo caso los resultados mostraron un
aumento del contenido graso y de hierro sin alterar las propiedades fisicoquimicas. Por otra parte,
al ser el residuo liquido fuente de carbohidratos, podria usarse para el crecimiento de bacterias

probidticas.
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Figura 4. Nuevos alimentos funcionales. Elaboracion propia.
1.4.- COMPUESTOS ANTIOXIDANTES EN CHUFA Y SUBPRODUCTOS.

Los compuestos antioxidantes son aguellos que se encargan de retardar la oxidacion de
ciertas moléculas, evitando asi el comienzo de reacciones de los radicales libres. Estos compuestos
antioxidantes se dividen en 2 grandes grupos, los sintéticos como el BHA y el BHT, los cuales han
sido restringidos por precaucion, y los naturales como polifenoles, tocoferoles, flavonoides y
alcaloides, los cuales son de gran interés por mostrar funciones tanto antibacterianas y antivirales

como antiinflamatorias y antitrombéticas.

En cuanto al contenido de compuestos antioxidantes en la chufa, Adel y col. (2015), Morell
y Barber (1983) y Frega et al. (1984) Umerie etal. (1997) realizaron estudios con chufas de diferente
origen y tratadas de manera distinta, utilizando chufas espafiolas tanto ecoldgicas como
convencionales, chufas de origen nigeriano y de origen desconocido, donde se pudo observar que no
existian diferencias significativas en las propiedades antioxidantes entre las chufas espafiolas, pero
si en su nivel fendlico total. Ademés, también se encontraron diferencias significativas para la
capacidad antioxidante equivalente de Trolox entre la chufa ecoldgica espafiola, la nigeriana
convencional y la de origen desconocido. Y araiz de este estudio se pudo concluir con la idea de que
tanto el contenido fendlico total como las propiedades antioxidantes de las chufas espafiolas son de

cardcter superior a las de otro origen.



En la chufa se ha identificado la presencia de &cidos fendlicos monoméricos ligados a las
paredes celulares (Parker et al., 2000), tales como el p-hidroxibenzoico, vanilico, p-
hidroxibenzaldehido, p-trans-cumarico, trans-feralico, p-cis-coumarico, cis-ferulico, asi como otros
fenoles diméricos. El contenido en fenoles totales varia entre 5,63-64,9 mg GAE/100 g, dependiendo
de la variedad de chufa y del método de extraccion (Parker et al., 2000). De acuerdo con los datos
reflejados en el trabajo de Rosell6-Soto et al. (2019), donde se reinen resultados de trabajos previos,
los principales compuestos fendlicos de la chufa son &cidos fendlicos y flavonoides. Entre los
primeros son predominantes el grupo de los acidos hidroxibenzoicos y el de los &cidos
hidroxicindmicos, junto con trazas de otros fenoles. Destaca especialmente el contenido de &cido
trans-ferdlico (33,79-58,38 mg GAE/100 g), junto con los &cidos vanilico (5.88-15.20 mg GAE/100
g), p-hidroxibenzaldehido (0-16.47 mg GAE/100 g), p-hidroxibenzoico (2.18-29.12 mg GAE/100
0), trans-cinamico (0-40.66 ug RE/Kg), cafeico (1.07-15.25 mg GAE/100 g) o la vainillina (3.0-25.3

ug/g).

Tal como se ha comentado previamente, una parte importante de los &cidos fendlicos
ligados a las paredes celulares va a parar al subproducto liquido de la produccidn de horchata. Por
su parte, el indice de actividad antioxidante (test Rancimat) de este subproducto liquido (1,44) es
mayor que los encontrados para los extractos de naranja (1,30) o limoén (1,19) obtenidos a partir
de residuos citricos (Sanchez-Zapata et al., 2012). Sin embargo, la identificacion de los
compuestos antioxidantes presentes en el subproducto liquido de la elaboracion de horchata no

ha sido todavia descrito en profundidad (Rosell6-Soto et al., 2018).

1.5.- USO DE RESIDUOS VEGETALES PARA LA OBTENCION DE ENVASES
BIODEGRADABLES.

Uno de los principales retos hoy en dia que afecta tanto a los fabricantes como a los
cientificos es el desarrollo sostenible. Segin la FAO, se desechan anualmente alrededor de 1.3
billones de comida (Dilucia et al., 2020), desechos que se pueden producir a lo largo de toda la
cadena de suministro (produccion, posrecoleccidn o procesado). Generalmente, estos residuos son
llevados a vertederos donde son incinerados, lo que ha conllevado problemas medioambientales
derivados del aumento de produccién de biogéas y la generacion de lixiviacion (Dilucia et al.,
2020).

En general, los subproductos alimentarios tienen un enorme potencial para ser
reutilizados porque son fuente natural de compuestos bioactivos como azlcares simples (glucosa
y fructosa), polisacéridos, fibras, compuestos fendlicos, carotenoides, tocoferoles, flavonoides,

vitaminas, minerales y compuestos aromaticos. Algunos de estos compuestos son de gran interés

8



por sus propiedades antioxidantes y antivirales (Kowalska et al., 2017; Ferrentino et al., 2018).
En los altimos afios, de hecho, se ha observado un aumento en la busqueda de la reutilizacién de

residuos alimentarios obtenidos en procesos agroindustriales como fuente de estos compuestos.

El desperdicio mas abundante esta representado por los subproductos a partir de frutas y
hortalizas, incluyendo raices y tubérculos, con un porcentaje de residuos entre el 40 y el 50% del
total (Dilucia et al., 2020). Durante su procesado se obtienen pulpas (produccidn de aceite de oliva
0 Vvino), residuos de frutas (produccion de mermeladas, jaleas 0 zumos) u otros del procesado de
hortalizas (alcachofa, patatas, zanahorias, tomate. Etc.). Podemos encontrar estudios recientes en
los dltimos afios centrados en la aplicacion de estos subproductos como ingredientes alimentarios
en forma de polvo o extracto, para el fortalecimiento de productos a base de cereales, pescado 0

productos lacteos (Dilucia et al., 2020).

Por otra parte, con el objetivo de reducir los costes de produccion de peliculas
comestibles, se ha evaluado la posibilidad de utilizar estos residuos del procesamiento de frutas y
hortalizas, a su vez agregando valor a dichos subproductos (Otoni et al., 2017.) Dicha aplicacion
es posible gracias a que cuentan con la presencia de polisacaridos y proteinas formadoras de
matriz, asi como de compuestos bioactivos como fenoles y vitaminas con propiedades
antioxidantes y antimicrobianas. Se ha comprobado que la utilizaciéon de residuos ricos en
fracciones celulésicas (celulosa, hemicelulosa o lignina), como la piel de patata o las hojas de
Posidonia oceanica, pueden ayudar a la formacion de interacciones mas fuertes entre los
componentes de la pelicula (como por ejemplo el almiddn) y de estructuras mas densas, lo que se
traduce en mayor resistencia mecanica y también y mejores propiedades barrera (reduccion de la
permeabilidad al vapor de agua o al oxigeno) del film (Benito-Gonzalez et al., 2019; Xie et al.,
2020).

Otros trabajos han demostrado que la incorporacién de nanofibras extraidas de
subproductos agroindustriales podria mejorar considerablemente las propiedades fisicas y
mecanicas de los biopolimeros. Asi, Gonzalez et al. (2019) obtuvieron peliculas a base de proteina
de soja con mayor rigidez y fuerza de ruptura gracias al empleo de nanofibras extraidas la cascara
y la vaina de soja, aumentando la hidrofobicidad. Cruz-Tirado et al. (2019) observaron una buena
incorporacién de fibras lignocelul6sicas obtenidas del bagazo de cafia de azucar en peliculas a

base de almidon de batata, lo que se vio reflejado en una mayor flexibilidad del film obtenido.



Un mejor conocimiento en el futuro, de forma mas concreta y detallada, sobre el
contenido de agentes como pectinas, celulosa, lignina, almiddn, proteinas, glucosa, fructosa y de
compuestos funcionales como los antioxidantes en frutas y verduras, permitiran una mejora en

los materiales de envasado comestibles.

2.- OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es caracterizar el residuo o bagazo obtenido en la
produccion de horchata de chufa natural. Para ello se analizaron diferentes propiedades
fisicoquimicas, asi como la actividad antioxidante del residuo. Ademas, se estudiara la aplicacion
potencial del residuo para la obtencion de peliculas biodegradables activas.

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

v' Determinar la composicion del residuo (agua, proteina, grasa, cenizas, fibra soluble e
insoluble, almidén total), asi como el tamafio de particula y color del residuo.

v Determinar la capacidad antioxidante y el contenido en fenoles totales del residuo.

<\

Obtener peliculas biodegradables composite a base de almidén y residuo de horchata.
v' Determinar la capacidad antioxidante y contenido en fenoles totales de peliculas que

incorporen el residuo en su formulacion.

3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- MATERIALES

El residuo o bagazo resultante de la elaboracion de horchata de chufa (a partir de ahora
“residuo de chufa”) (R) fue proporcionado por una de las empresas certificadas por el Consejo
Regulador D.O. Chufa de Valencia (Horchateria Rin, Alboraya, Valencia). El residuo obtenido

de un mismo lote fue congelado a -18°C hasta su utilizacion.
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Para determinar la capacidad antioxidante y el contenido en fenoles totales (método
descrito mas adelante), se utilizaron: acido géalico, reactivo de Folin-Ciocalteau (2N), metanol y
DPPH (2,2- Difenil-1-pikryl-hidrazilo), obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); y

carbonato de sodio de PanReac Quimica S.L.U. (Castellar del Vallés, Barcelona, Spain).

3.2.- PELICULA EMPLEADA

La pelicula se formulé con almidén de maiz (Roquette, Francia) incorporandole el residuo
de chufa (previamente secado y molturado) al 50% en peso, y glicerol al 35% en peso del polimero
(almidon) como plastificante. El glicerol fue adquirido en PanReac Quimica S.L.U. (Castellar del
Vallés, Barcelona, Spain), mientras que el almidén de maiz lo suministré Roquette (lote W469V).
La pelicula se obtuvo por termoprocesado (2 minutos de calentamiento a 150 °C y 50 bares de
presion seguidos por 6 minutos a la misma temperatura y 120 bares de presion, finalizando con 3

minutos de enfriamiento).

El residuo de chufa seco (RS) y molturado (RS+M) se prepar6 mediante secado a 50 +
2°C durante 16 h seguido de reduccion de tamafio mediante una Thermomix TM-5, (Vorwerk
Spain M.S.L., S.C., Madrid, Spain) y operando en 3 ciclos de 90s cada uno a velocidad méaxima.

Finalmente, el residuo fue conservado en un desecador a 20 + 2°C hasta su utilizacién.

3.3.- CARACTERIZACION DEL RESIDUO

3.3.1.- COMPOSICION QUIMICA

El residuo de chufa fue caracterizado en cuanto a su contenido en humedad, proteina,

grasa y cenizas utilizando los correspondientes métodos establecidos AOAC (AOAC, 2000).

La fibra (total, soluble e insoluble) fue determinada con el correspondiente kit enzimatico
K-TDFR (AOAC 985.29 y 991.43) (Megazyme Ltd., Irlanda) y el almidon total fue calculado por
diferencia. Para todos los analisis, a excepcion de la humedad, se empled residuo seco, molturado

y tamizado. Todos los anélisis se realizaron por triplicado.
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3.3.2.- ANALISIS DE TAMANO DE PARTICULA

El tamafio de particula se determiné por via seca usando un difractdmetro laser
Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido) como se muestra en la
figura 5, considerando un indice de refraccion de 1,52 y un indice de absorcion de 0,1 y empleando
aire como dispersante. Las medidas se llevaron a cabo por triplicado empleando en cada medida
10-20 g de muestra, cantidad que fue introducida en el equipo a una presion de 2,5 bar y una
velocidad de alimentacion del 60%, hasta alcanzar una tasa de oscurecimiento del 1,26%. Se
analizaron 2 muestras: residuo de chufa seco (RS) y residuo de chufa molturado y tamizado

(RS+M), para evaluar el efecto de la molturacion sobre la reduccion de tamafio.

El tamafio medio de las particulas del residuo de chufa se expresd en términos del
parametro D [4,3] (diametro medio de la distribucién en volumen). Asi mismo se considero el
pardmetro “span” o medida de la anchura de la distribucion del tamafio de particula. Cuanto mas
ancha es dicha distribucion, mayor es el valor de este pardmetro. Por ultimo, se consideré el
tamafo de particula por debajo del cual se encuentra el 50% (d (0,5)) y el 90% (d (0,9)) de la

muestra.

Figura 5. Difractometro laser Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino
Unido) empleado para el anlisis del tamafio de particulas.
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3.3.3.- ANALISIS DE COLOR

El color del residuo de chufa seco (RS) y tras ser molturado y tamizado (RS+M) se midio
en un espectrocolorimetro con iluminador D65 y 10 © como observador estandar, con un area de
30 nm. Se obtuvieron las coordenadas CIEL*a*b*, donde los pardmetros a analizar son la
luminosidad L* (L* = 0 [negro] y L* = 100 [blanco]), la coordenada a* (-a* = verde; y +a* =
rojo) y la coordenada b* (—b* = azul; y +b* = amarillo). A su vez, se calcul6 la diferencia total de
color (AE*) (Francis y Clydesdale, 1975) entre las dos muestras analizadas, mediante la ecuacion

(2). La medida se realiz6 por triplicado.

AE" = \/[(LZS+M — Lps)? + (agsym — ags)? + (brsem — brs)? 1 (2)

3.4.- CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y CONTENIDO EN FENOLES TOTALES DEL
RESIDUO Y EL FILM

3.4.1.- OBTENCION DEL EXTRACTO

El contenido en fenoles y la capacidad antioxidante se midi6 tras la extraccion de los
componentes activos del residuo y del film. Para la preparacion del extracto a partir del residuo,
1 gramo de residuo (seco, molturado y tamizado) fue disuelto en 15 ml de metanol al 99%. Esta
mezcla se tuvo en condiciones de oscuridad y agitacion constante (350 rpm) durante 1,5h. Para
fijar este tiempo de contacto, se realizd un analisis de la actividad antioxidante de los extractos
obtenidos tras 1,5 h y 24 h de contacto, observandose que no existian diferencias para tiempos
mayores de 1,5 h. Posteriormente se filtrd con una con filtro de 0,45 um y el sobrenadante
resultante se utilizd para realizar las mediciones de capacidad antioxidante y de contenido de

fenoles totales.

Por otro lado, para obtener el extracto procedente del film, se emplearon 2 gramos de film
y se disolvieron en 15 ml de metanol al 99% durante 3 horas en oscuridad y en agitacion. Una vez
disuelto, se homogenizé con un RotaStator durante 1 minuto a 9000 rpm y se filtrd con un filtro

de 0,45 um, obteniendo el sobrenadante necesario.
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3.4.2.- ANALISIS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (ECso)

El andlisis de la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos tanto del residuo de
chufa (RS+M) como del film (RS:A), se llevo a cabo con el método espectrofotométrico descrito
por Brand-Williams et al. (1995), basado en la reduccion del radical DPPH en una solucion
alcohdlica por un antioxidante dador de hidrégeno. Este radical libre acepta un electron o bien un
radical de hidrégeno con el fin de transformarse en una molécula diamagnética estable, y ha sido
ampliamente utilizado para conocer la eficacia que tienen ciertas sustancias antioxidantes para
eliminar los radicales libres (Ozcelik et al., 2003). El radical DPPH cuenta con un electron
desapareado, que es el responsable de la absorbancia a 515 nm y del intenso color morado. La
medida consiste en observar y cuantificar los cambios de color producidos una vez el radical
DPPH acepta el electron cedido por el antioxidante a través de los cambios en los valores de

absorbancia como se puede observar en la figura 6 (Hasan et al., 2009).

Figura 6. Cambios de color al reaccionar el antioxidante con el DPPH.

Para conocer el tiempo de reaccion total del radical con el extracto obtenido a partir del
residuo de chufa, se realiz6 un estudio mezclando diferentes proporciones de extracto:solucion de
DPPH segln indica la Tabla 2 y se midieron los valores de absorbancia cada 10 minutos hasta
poder obtener un valor constante, el cual se situé a las 3 horas y media. La medida de la
absorbancia se realiz6 a una longitud de onda de 515 nm en un espectrofotometro
(ThermoScientific, Evolution 201 UV visible Spectrophotometer) y utilizando metanol como
blanco. Las mezclas con la solucién 6,22 - 102 mM DPPH (Abssisim = 0,7 + 0,2) se colocaron en

cubetas de 4 mL que fueron tapadas para evitar la evaporacién del metanol.
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Tabla 2. Volumenes de extracto mezclados con diferentes voliimenes de solucion de DPPH

(0,024 g¢/L). Fuente: Elaboracién propia

Vextracto (ML) | Voopn (ML)
0,00 2,00
0,10 3,90
0,20 3,80
0,30 3,70
0,40 3,60
0,50 3,50
0,60 3,40
0,70 3,30

Una vez conocido el tiempo de reaccion se llevd a cabo el analisis de la capacidad
antioxidante de las muestras por triplicado, considerando la absorbancia de las soluciones mezcla
(Tabla 2) a tiempo inicial y transcurridas las 3 horas y media. Los valores obtenidos se
transformaron en concentraciones de DPPH utilizando una curva patron (AbSsispm =
11,324-[DPPH]-0,0038; R? = 0.9992, Freitas et al., 2020).

La capacidad antioxidante se evalud a partir del pardmetro ECso, que indica la cantidad
de antioxidante necesaria para que la concentracion inicial de DPPH quede reducida a la mitad
una vez alcanzada la estabilidad de la reaccién. Por tanto, un valor bajo de ECso se corresponde
con una mayor actividad antioxidante de la muestra analizada. Los valores de este parametro se

obtuvieron representado el %[DPPH]emanente (€CUacion 3) vs. mg residuo/mg DPPH.

[DPPH],;

—[DPPH]t=0 >x 100 (3)

% [DPPH]remaining = (

donde [DPPH]: y [DPPH]:= son las concentraciones de DDPH una vez alcanzado el tiempo de

reaccion y a tiempo inicial, respectivamente.
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3.4.3.- CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

La determinacion del contenido de fenoles totales en los extractos obtenidos a partir del
residuo de chufa y del film estudiado se obtuvo empleando el reactivo colorimétrico Folin-
Ciocalteau (Singleton et al., 1965), utilizando un volumen de 0,5 ml del extracto obtenido, junto
con 6 ml de agua destilada, 0,5 ml del reactivo colorimétrico Folin-Ciocalteau y 1,5 ml de
carbonato de sodio (20% p/v), aforando hasta 10 ml con agua destilada. La mezcla se tuvo en
oscuridad y agitacién durante 2 horas y seguidamente se filtré con un filtro de 0,45 pm. Una vez
obtenido el sobrenadante, se realiz6 un barrido en el espectrofotometro con el fin de localizar la

maxima absorbancia, la cual fue de 725 nm.

La medida de absorbancia a 725 nm se realiz6 en un espectrofotometro
(ThermoScientific, Evolution 201 UV visible Spectrophotometer) por triplicado, cuyos resultados
se expresaron como mg equivalentes de acido galico (GAE) por gramo de residuo seco,
empleando la recta de calibrado del &cido géalico correspondiente (Abs,,s hm = 0.099 [4cido
galico)] + 0.043; R?=0,9991, (Freitas et al., 2020).

3.5.- ANALISIS ESTADISTICO

El tratamiento estadistico de los resultados se realizé mediante un andlisis de la varianza
(ANOVA) utilizando el software Statgraphics Centurion XVIII (StatgraphicsTechnologies, Inc.,
Rockville, Md.) para un nivel de confianza del 95%. Se utilizé el método LSD (Método de la

Minima Diferencia Significativa) para el analisis de resultados.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- CARACTERIZACION DEL RESIDUO

4.1.1.- COMPOSICION PROXIMAL

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de la caracterizacion quimica del
residuo de chufa seco y molturado (RS+M). Los valores obtenidos concuerdan con los obtenidos
previamente por Alava et al. (2018) y Sanchez-Zapata et al. (2009). La cantidad de fibra presente
en este residuo es importante, siendo principalmente del tipo insoluble (alrededor de un 87-90%).
Segun Alava et al. (2018), se han podido distinguir dos tipos de tejido fibroso, uno con elevado
contenido en lignina y otro procedente del tejido parenquimatico interno de la chufa. Pensando
en la posibilidad de utilizar este residuo en el desarrollo de materiales de envasado biodegradable,
este material celul6sico podria ayudar a la formacion de enlaces mas fuertes con otros
componentes como el almidén y por tanto dar lugar a estructuras mas densas con mayor
resistencia mecanica y mejores propiedades barrera (Benito-Gonzalez et al., 2019; Xie et al.,
2020). Aparte del contenido en fibras, también contiene cantidades remarcables de proteinas,

grasas y almidon.

Tabla 3. Caracterizacién quimica del residuo seco y molturado (g/100 g). Valores promedio y

(desviacién estandar)

PROTEINA 9,06 (0,07)
GRASA 13,0 (0,7)
HUMEDAD 1,48 (0,04)
CENIZAS 1,4 (0,3)
FIBRA TOTAL 61 (2)
Fibra insoluble 53 (2)
Fibra soluble 7,9 (0,6)
ALMIDON* 15,46

*Calculado por diferencia
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4.1.2.- ANALISIS DE TAMANO DE PARTICULA

La figura 7 muestra las distribuciones de tamafio de particulas para las dos muestras
analizadas. La distribucion del tamafio de particula del residuo obtenido en la elaboracion de la
horchata, una vez ha sido secado (RS) o secado, molturado y tamizado (RS+M) (figura 7) refleja
el efecto de la reduccion del tamafio y el tamizado. Asi, la muestra RS present6 una distribucion
monomodal con un tamafio de particula medio de 426 um (tabla 4), mientras que en la muestra
RS+M existe un pequefio porcentaje de particulas con un didmetro de particula medio inferior
(275 um, tabla 4).

—RS
RS+M

Volumen (%)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tamafio de particula (pum)

Figura 7. Distribucién del tamafio de particula (valores medios) obtenidos para el residuo de
chufa seco antes (RS) y después (RS+M) de la molturacion.

La tabla 4 muestra los principales parametros obtenidos de este andlisis. Se puede
observar que, tal como era de esperar, tanto los valores del tamafio medio de particula (D[4,3],
expresado como diametro medio del volumen equivalente) como el d(0,5) y d(0,9), son

significativamente mayores (p<0,05) para el residuo seco antes de ser molturado y tamizado (RS).

Tabla 4. Valores medios (desviacion estandar) del tamafio medio de particula (D[4,3]), del
tamafio maximo de particulas para el el 50% 6 el 90% de la muestra (d(0,5) 6 d(0,9)), y del nimero
Span para el residuo seco (RS) y el residuo seco molturado (RS+M).

Muestra D[4,3](num) d.5(nm) d(0.9)(nm) span
RS 426 (12)? 325 (6)? 890 (40)? 2,37 (0,09)°
RS+M 275 (13)° 216 (9)° 639 (31)° 2,90 (0,02)?

En la misma columna, no hay diferencias significativas entre los valores con la misma letra (p> 0,05).
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4.1.3.- ANALISIS DE COLOR

En la figura 8 se ha representado el plano cromatico a*-b* y en la tabla 5 se muestran los
valores de luminosidad, croma y tono obtenidos para las muestras antes y después de la molienda
(RS y RS+M), asi como la diferencia de color entre ambos tipos de muestras. Tal como era de
esperar, la reduccion de tamafio de particula del residuo de chufa seco no supone cambios
significativos en el color. Los valores de luminosidad obtenidos son superiores a los encontrados
por Coskuner et al. (2002) para la chufa molturada (L*: 58.78) mientras que son inferiores para
las coordenadas cromaticas (a*:16.20 y b*: 16.20 en la misma referencia), lo que podria deberse
al oscurecimiento producido durante el tratamiento de secado al que se ha sometido al residuo.
En cualquier caso, la coloracién del residuo de chufa se corresponde con tonalidades marrones
caracteristicas del tubérculo. La variacion de color (AE) entre ambas muestras fue de 2.85
unidades, diferencia seguramente suficientemente pequefia para que no pueda ser apreciada

sensorialmente.

22 RS RS+M

20 L* 70 (4° | 70(4)°

18 Ca | 19" | 20(2°

16 h'w | 80,1(02)?|790(02)°

14 AE* 2,85

12 En la misma columna, valores con la misma
fcz 10 oRS letra indican que no hay diferencias

significativas entre los valores (p> 0,05).

RS+M

O N b OO 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
a*

Fuente: https://sensing.konicaminolta.us/

Figura 8 y Tabla 5. Plano cromaético a*-b* y valores
medios de la luminosidad (L*), croma (C*ab) y tono

(h*ab) obtenidos para las muestras RS y RS+M.
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4.3.- CONTENIDO EN FENOLES TOTALES

El contenido en fenoles totales (FT) fue expresado como mg GAE/100 g residuo y se
muestra en la Tabla 6. El resultado obtenido para el residuo seco (RS) es acorde con los valores
encontrados en bibliografia para la chufa, que varian entre 5,63-64,9 mg/100 g, dependiendo de
la variedad de chufa y del método de extraccion (Parker et al., 2000), y muy superior al obtenido
para el residuo de la elaboracion de horchata de chufa por Rosellé-Soto et al. (2018) (16.05 mg
GAE/100 g materia seca), si bien las condiciones de extraccion fueron muy diferentes (etanol al
25% en agua y 60°C).

De acuerdo con los datos reflejados en el trabajo de Roselld-Soto et al. (2019), donde se
retinen resultados de trabajos previos, los principales compuestos fendlicos de la chufa son acidos
fendlicos y flavonoides. Los acidos fendlicos se encuentran unidos a las paredes celulares (Parker
et al., 2000) y, por lo tanto, y a pesar de que durante el proceso de extraccion de la horchata se
pueden producir pérdidas, los resultados parecen indicar que el subproducto empleado en este
trabajo presenta un contenido de compuestos fendlicos considerable.

Los valores correspondientes al film estudiado se determinaron en el extracto
correspondiente, teniendo en cuenta la cantidad de residuo incorporado en la pelicula (Tabla 6).
Como se puede observar, el resultado obtenido fue similar al del residuo, aunque con diferencias
significativas, seguramente por la variabilidad obtenida. Estos resultados indican que la totalidad
de los compuestos fendlicos del film fueron extraidos y no hubo pérdidas durante la formacion

de la pelicula con almidén (RS:A).

Tabla 6. Contenido en fenoles totales (FT) y capacidad antioxidante del residuo y del film de

almidén con residuo incorporado. Valores medios y (desviacion estandar).

FT (mg GAE/100 g residuo) ECso (mg residuo/mg DPPH).

RS 49,2 (1,4)° 522 (19)°

Film RS:A 57 (5)? 109 (51)°

En la misma columna, no hay diferencias significativas entre los valores con la misma letra (p> 0,05).
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4.4.- CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En la figura 9 se muestra la variacion de la absorbancia para diferentes concentraciones
de muestra ensayada (Tabla 2) en funcién del tiempo, a modo de ejemplo. Como se puede
observar, la absorbancia alcanza valores constantes transcurridas 3 horas y 30 minutos desde que
se le afiade el reactivo DPPH a la muestra, lo que indica la estabilizacion de la reaccion. Esto es
importante tenerlo en cuenta en la medida, ya que dependiendo del tipo de antioxidante que se
trate, los tiempos pueden fluctuar entre unos pocos minutos a varias horas. Por tanto, en este
trabajo se decidié considerar como tiempo final de reaccion del ensayo de actividad antioxidante,
3,5h.

TIEMPO DE REACCION

0,900

0,800 —e—0
H SR e iR
© 0,600 —0—0,2
'S 0,500 == —e 0,3
S 0,400 == —e ——0,4
20,300 ———e ——0,5
< 0,200 = =9 —e—0,56
0,100 ——07
0,000 ——038
0:00:00 1:12:00 2:24:00 3:36:00 4:48:00

Tiempo (h:min)

Figura 9. Estabilidad de la reaccion a partir de la gréfica abs vs t para las diferentes

concentraciones de la muestra (0,1-0,8) mL.

Transcurridas las 3 horas y media se puede apreciar la decoloracion que sufre el DPPH al
estar en contacto con el antioxidante durante el tiempo de reaccion (figura 10).

Figura 10. Reduccion del DPPH transcurridas 3 horas y media.
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Una vez obtenidos los valores de absorbancia a tiempo inicial y tras las 3 horas y media,
se procede a calcular la cantidad de DPPH que no reacciona (%DPPH emanente, €CUaCioN 3),
empleando la curva de calibrado y = 11,324x-0,0038 (Freitas et al., 2020) para cada una de las
concentraciones. En la tabla 7 podemos observar los calculos mencionados anteriormente para el

caso del extracto obtenido a partir del residuo de chufa (RS+M).

Tabla 7. Ejemplo de valores de absorbancia a 515 nm obtenidos a tiempo inicial (At=0) y tras
3h y media de reaccion (At) para el extracto obtenido a partir del residuo de chufa; VVolimenes
de muestra 'y DPPH que se hacen reaccionar; % DPPHemanente.

Vextracto VbppPH mg Residuo Ao A %DPPHremane

(mL) (mL) Seco/mg DPPH nte

0,00 4,00 0,00 0,723 0,710 100,0
0,10 3,90 71,70 0,709 0,635 89,6
0,20 3,80 147,18 0,638 0,536 84,1
0,30 3,70 226,73 0,627 0,476 76,1
0,40 3,60 310,70 0,583 0,397 68,2
0,50 3,50 399,48 0,544 0,322 59,5
0,60 3,40 493,47 0,521 0,261 50,4
0,70 3,30 593,16 0,478 0,209 44,2

Una vez realizados los calculos, se representd el %DPPH emanente frente a la proporcion de
residuo de chufa seco (RS+M) por cantidad de DPPH en el extracto (figura 11). Estos datos se
ajustaron a un polinomio para poder obtener el valor del parametro ECso (mg residuo/mg DPPH)
y conocer asi la cantidad de residuo necesario para reducir el DPPH inicial al 50%. En el caso de
la pelicula evaluada (RS:A), el pardmetro EC50 se expresé también en mg residuo/mg DPPH,

teniendo en cuenta la cantidad de residuo de chufa seco presente en el film.

22



100 #4..100,0
90 - 91,9 y = 3E-09x* - 4E-06x3 + 0,0016x? - 0,308x + 101,87
R?=0,9709

80 -
g 70 A
g 60
E 58,5
g 50 - v
x 40 - \7’_/ 37,9
a 37, !
o 30 -
x

20 -

10

0 y 1 T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
mg de residuo seco / mg de DPPH

Figura 11. Porcentaje de DPPH que no reacciona al llegar a la estabilidad de la reaccion frente a

los mg de residuo/mg de DPPH.

Para este caso, sustituyendo el valor de Y=50 para la ecuacién obtenida en la gréafica de
la figura 11, el valor obtenido de X es 508,9. Este proceso se repite de la misma forma para las

demas repeticiones y para el film.

En la Tabla 6 podemos observar los valores medios de ECso correspondientes a los
extractos obtenidos a partir del residuo de chufa seco, molido y tamizado (RS) y a partir del film
evaluado (RS:A). Como se puede observar, tanto el residuo como el film exhibieron cierta
actividad antioxidante, aunque baja en comparacion con la de compuestos fenolicos puros (EC50

de extracto de tomillo es de 0,65 mg compuesto/mg DPPH) (Talon et al, 2017).

Si comparamos el EC50 del residuo y del film, podemos afirmar que la capacidad
antioxidante del film con residuo de chufa fue significativamente mayor (ECso menores) (p<0,05)
a la del propio residuo. Esta diferencia no puede atribuirse Gnicamente al contenido de compuestos
fendlicos (resultados en apartado 4.3.), sino que podria ser debido a la formacién de los
denominados productos de la reaccion de Maillard (PRM) con actividad antioxidante
(Tagliazucchi et al., 2010), como las melanoidinas, durante el proceso de termoformado del film.
Las temperaturas altas alcanzadas en dicho proceso pueden promover la formacion de dichos
compuestos. Esta reaccion se origina, tipicamente, en matrices ricas en proteinas y azlcares

reductores.
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Para validar esta hipdtesis, se midi6 la capacidad antioxidante (EC50) de una mezcla de
almidén, glicerol y residuo de horchata (en las mismas proporciones que las usadas en el film)
calentada en un horno a 150°C durante 18 min, con el fin de simular las condiciones de tiempo y
temperaturas empleadas en el proceso de termoformado del film. El valor de EC50 obtenido en
este caso fue intermedio entre los obtenidos anteriormente (3345 mg residuo/mg DPPH) vy
significativamente inferior (p<0,05) al del residuo de chufa y por tanto, con mayor actividad
antioxidante. Por tanto, la contribucion de los PRM a la capacidad antioxidante total de la pelicula

puede jugar un papel importante y debe ser tenida en cuenta en los resultados.

5.- CONCLUSIONES

La molienda del residuo dio lugar a distribuciones de particula bimodales con menor
tamafo que el residuo original sin que se viera afectado su color. El anélisis composicional mostro
que el componente mayoritario del residuo es la fibra (61%), seguido de la grasa (13%), proteina
(9%) y almidon (15%), componentes interesantes para su incorporaciéon a material de envasado.
Ademas, presentd una proporcién considerable de compuestos fendlicos (49 mg GAE/100 g
residuo) que le confieren capacidad antioxidante. Dicha actividad antioxidante fue de 552 mg

residuo/mg DPPH expresada en términos de EC50.

El film de almidén con residuo de horchata presenté una capacidad antioxidante
significativamente mayor que el residuo, como consecuencia de la presencia del residuo y de
compuestos de Maillard producidos durante la elaboracion del film en presencia del residuo.
Todas estas propiedades hacen del residuo de horchata un producto adecuado para poder ser
utilizado en la produccion de films biodegradables con caracter antioxidante, tal y como ha sido
verificado en los ensayos realizados con el film a base de almiddn. La incorporacion del residuo
en la produccion de estos films podria contribuir a revalorizar este subproducto, a la vez que
abarata los costes de produccidon de los films, en coherencia con un sistema de produccion mas

sostenible y los principios de una economia circular.
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